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Wykaz skrotow

AgNPs
(ang silver nanoparticles) — Nanoczastki srebra,
AgNPsB
AgNPs optaszczane estrami kwasu bursztynowego i alkoholi dlugotancuchowych
AgNPsC
AgNPs optaszczane kwasami karboksylowymi
AgNPsPVP
AgNPs optaszczane poliwinylopirylidonem
B10, B12 itd.
AgNPs optaszczone estrem kwasu bursztynowego i alkoholu o liczbie atomow
wegla w czasteczce odpowiadajacej liczbie znajdujacej si¢ po literze B
C10, C11 itd.
AgNPs optaszczone dlugotancuchowym kwasem karboksylowym o liczbie wegli
odpowiadajacej liczbie znajdujacej si¢ po literze C
IC50
Stezenie substancji hamujace wzrost 50% komorek
MIC
(ang. minimum inhibitory concentration) — Minimalne st¢zenie hamujace,
NPs
(ang. nanoparticles) - Nanoczastki,
PVP
(ang. polivinilpirrolidone) - Poliwinylopirolidon
PVP 3.5, 25 itd.
AgNPs optaszczone PVP o masie czasteczkowej polimeru np. 3,5 kDa, 25 kDa

1 analogicznie



1. Wstep

Infekcje bakteryjne sa waznym problemem wspodiczesnej medycyny z uwagi
narosngca antybiotykoodporno$¢ szczepéw!. Zmniejszenie opornoéci bakterii
na antybiotyki stato sie celem zdrowotnym Swiatowej Organizacji Zdrowia. Opracowano
liste szczepow z najwiekszym potencjatem do nabywania opornosci. Posrod nich znalazty
si¢ szczepy gronkowca ztocistego (tac. Staphylococcus aureus) - S. aureus. Szczeg6lnie
niebezpieczne s3 szczepy metycylinooporne — MRSA  (ang.  methicyllin
resistant Staphylococcus aureus) 1 wankomycynooporne — VRSA (ang. vancomycin-
resistant Staphylococcus aureus). S. aureus jest czynnikiem etiologicznym wielu infekcji
szpitalnych 1 poza szpitalnych, najczegsciej wywoluje infekcje skory 1 tkanki podskorne;.
Ponadto S. aureus kolonizuje rany przewlekle i czesto wywoluje infekcje w ranie?.

Jednym ze sposoboéw zmniejszenia antybiotykoopornosci bakterii jest ograniczenie
uzycia antybiotykow. W przypadku infekcji skory alternatywa moze by¢ uzycie
miejscowych $rodkoéw odkazajacych takich jak: podchloryny, powidon jodowy,
oktenidyna czy PHMB (poliheksametylen biguanudu). Opatrunki zawierajace srebro
sa wykorzystywane w leczeniu trudno gojacych si¢ ran, jednakze odnotowuje si¢ rowniez
przypadki opornos$ci szczepéw na zwiazki srebra. Dlatego w dalszym ciggu intensywnie
poszukiwane sg nowe metody leczenia zakazen.

Potencjalnymi substancjami o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym sg nanoczastki
metali, a szczegolnie nanoczastki srebra (AgNPs). Przeciwbakteryjne wilasciwosci
AgNPs, sa niezalezne od ich chemicznej budowy i wynikaja z mikronizacji srebra
do wielkoéci 1x10”° m. Nanoczastki (NPs) skutecznie dziatajg zaréwno wobec bakterii
Gram ujemnych jak i Gram dodatnich®. Co wiecej wykazano, ze NPs potrafig przeniknaé
do struktury biofilmu®. Poza tym AgNPs wykazujg dzialanie przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe oraz przeciwzapalne®. Unikatowe wiaSciwosci AgNPs
sg przedmiotem wielu badan naukowych, a preparaty zawierajace te nanomolekuly
chetnie wprowadzane sg na rynek®®,

Przeciwbakteryjne wtasciwosci NPs metali zostalty dobrze udokumentowane.
Udowodniono, iz ksztalt 1 wielkos¢ AgNPs maja wplyw na sile dziatania
przeciwbakteryjnego®!'?. Znacznie mniej wiadomo jest na temat tego jaki wplyw
na dziatanie biologiczne AgNPs ma rodzaj substancji optaszczjacej. Niewiele jest
réwniez badan w ktorych w sposéb systematyczny bada si¢ wpltyw roznych czynnikéw

na tworzenie NPs, ich trwalo$¢ czy efektywnos$¢ procesu syntezy.



1.1 Charakterystyka ogolna NPs

1.1.1 Definicja NPs
Zgodnie z definicja podang przez NICNAS (ang. The National Industrial

Chemicals Notifications and Assessment Scheme) NPs to substancja, ktorej przynajmnie;j
jeden z wymiaréw miesci si¢ w przedziale od 1 do 100 nm oraz ktorej wiasciwosci
sa odmienne od tych ktore ta substancja wykazuje w makro-skali!l.

NPs moga by¢ substancjami organicznymi takimi jak: biatka, kwasy nukleinowe,
wirusy lub nieorganicznymi, w$rdd ktérych dominujg metale. NPs, bedace pochodnymi
tego samego metalu, moga mie¢ roznorodny ksztatt, rozmiar, fadunek i hydrofobowos¢.
Ponadto NPs mogg by¢ stabilizowane r6znymi molekutami, co wplywa na ich dziatanie
1 wlasciwosci fizykochemiczne.

NPs charakteryzuja si¢ odmiennymi wlasciwosciami fizykochemicznymi niz
substancje makroskopowe z ktorych powstaly. Dzieje si¢ tak przez specyficzne
rozmieszczenie atomow do ktorego dochodzi kiedy substancja osigga rozmiary mniejsze
niz 1 x 1077 m. Wynika to ze zwickszenia gestoéci atomoéw na powierzchni NPs
0 zmnigjszenia gestosci w centrum. Ponadto NPs cechujg swoiste wlasciwosci optyczne
dzieki powierzchniowemu rezonansowi plazmonowemu. Elektrony walencyjne
nanoczastek metalicznych sa stabo zwigzane z jadrem atomowym i maja zdolno$é
do swobodnego przemieszczania si¢ pomiedzy powlokami. Skupisko elektronéw
walencyjnych nazywane jest plazmonem. Jezeli na NPs oddziatuje $wiatto, czyli fala
elektromagnetyczna o okreslonej dlugosci, ktorej czestotliwosc jest taka sama jak drgania
wewnetrzne plazmonu, woéwczas wystepuje rezonans. Makroskopowo jest to widoczne
jako kolor substancji, co umozliwia badanie NPs przy pomocy metod
spektrofotometrycznych. Im mniejsza czastka tym rezonans wigkszy, a co za tym idzie

absorbcja fal o mniejszej dlugosci. NPs absorbujg fale §wietlne dtugo$ci ok. 400 nm!>13,

1.1.2 Sposoby syntezy NPs metali

AgNPs mozna otrzymywa¢ dwiema drogami. Pierwsza polega na zmniejszaniu
do rozmiar6w nano materialu makroskopowego i nazywana jest top down. Druga droga
polega na powigkszaniu jonow, czasteczek lub atomow i nazywana jest bottom up'*.

Istniejg trzy gtowne metody syntezy NPs: fizyczna, chemiczna i biologiczna.



1.1.2.1 Metoda fizyczna

Metody fizyczne opieraja si¢ gtdéwnie na koncepcji fop down. NPs metali mozna
tworzy¢ z metalu w kazdym stanie skupienia. Przedstawiono dwa przyktadowe sposoby
syntezy fizycznej: ewaporacje-kondensacj¢ oraz obrobke elektroiskrowa. Ewaporacja-
kondensacja polega na doprowadzeniu metalu do temperatury wrzenia. Nastepnie pary
metalu zawieszane sa w gazie no$nym i w trakcie obnizania temperatury mieszaniny
tworza si¢ NPs. Kolejny sposob to obrobka elektroiskrowa, ktora polega na wytadowaniu
tuku elektrycznego pomig¢dzy dwiema elektrodami srebrnymi zanurzonymi w cieczy.

Niewatpliwg zaleta metod fizycznych jest mata dyspersja rozmiaru otrzymanych
NPs oraz wysoka czystos$¢ roztworu po syntezie. Metody fizyczne sg jednak kosztowne

i wymagaja specjalistycznego sprzetu'>.

1.1.2.2 Metoda chemiczna

Synteza chemiczna NPs metali jest bardzo prosta i polega na wykonaniu reakc;ji
redukcji jondw metalu. Substratem do otrzymania AgNPs jest najczeSciej azotan
srebra (AgNO3). Substancjami redukujacymi moga by¢: trietyloaminy, formaldehyd,
etanol, cytrynianu sodu, przy czym najczesciej wykorzystywany jest borowodorek sodu.
W wyniku redukcji powstajag NPs metalu, ktore w procesie agregacji naturalnie tworza
srebro koloidalne, jak to przedstawiono na ryc. 1. Zeby spowolni¢ proces agregacji
konieczne jest uzycie stabilizatora, czyli substancji optaszczjace;.

Synteza NPs jest szybka, prosta i nie wymaga specjalistycznego sprzgtu. Wada jest

obecno$¢ zanieczyszczen w mieszaninie poreakcyjne;j.

- "
0 0l o

Redukcja jondéw srebra Agregacja ‘,

Srebro jonowe Nanoczastki srebra Srebro koloidalne

Ryc. 1. Schemat powstawania NPs metali poprzez redukcje jonéw srebra oraz proces agregacji NPs
doprowadzajacy do powstania srebra koloidalnego.



1.1.2.3 Metoda biologiczna

Jest to réwniez rodzaj syntezy chemicznej, gdyz do tworzenia AgNPs
wykorzystywane sg jony metalu, natomiast reduktorem sg organizmy zywe, najczgscie]
bakterie lub grzyby. Uwaza sig, ze jest to metoda ekologiczna okre§lana mianem zielonej
syntezy (ang. green synthesis). Do zawiesiny bakteryjnej dodawane sg jony srebra
1 zachodzi proces redukcji. Nastepnie bakterie poddawane sa szokowi osmotycznemu,
co doprowadza pekniecia blon komoérkowych bakterii i uwolnienia NPs. Uwolnione NPs
sq stabilizowane przez cukry, biatka i thuszcze budujace komoérke bakteryjna'>.

Zanieczyszczenie mieszaniny jest duze, a okreslenie czynnika stabilizujacego
trudne, gdyz wickszo$¢ zwigzkéw chemicznych budujacych komoérke moze by¢é

czynnikiem stabilizujacym.

1.1.3 Rola substancji oplaszczjacej w syntezie NPs

NPs sg strukturami o matlej stabilnosci chemicznej i szybko ulegaja agregaci,
powracajac  do  korzystniejszych energetycznie rozmiaré6w makroskopowych.
Zagregowane NPs tracg unikalne dla struktur nano cechy. Zastosowanie substancji

optaszczjacych NPs spowalnia proces agregacji jak przedstawiono na ryc. 2!617,
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Nanoczastki srebra Substancja oplaszczajaca Nanoczastki oplaszczone o zwiekszonej
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Ryc. 2. Dzialanie substancji oplaszczjacej jako czynnika spowalniajacego proces agregacji.

Czynniki optaszczajace, czyli stabilizatory mozna podzieli¢ na jonowe i niejonowe.
Mechanizm dziatania stabilizatorow niejonowych polega na wykorzystaniu sit
odpychajacych. Dochodzi do adsorbcji stabilizatora w warstwie miedzyfazowej
pomigdzy powierzchnig NPs, a roztworem dzigki czemu sity przyciagania pomiedzy
nanoczgstkami sg réwnowazone przez sily odpychajace stabilizatora. Do takich
stabilizatorow nalezg polimery np: PVP (poliwinylopirolidon). Stabilizatory jonowe

dziataja z wykorzystaniem oddzialywan sit elektrostatycznych. AgNPs obdarzone



fadunkiem dodatnim oddziatywaja z ujemne natadowanymi czastkami stabilizatora.
Przyktadem jonowych stabilizatorow sa: dodecylosiarczan sodu czy tez kwasy
karboksylowe. W przypadku kiedy, jako stabilizator zostanie wykorzystany
dtugotancuchowy kwas karboksylowy, ujemnie naladowana cze$¢ hydrofilowa kwasu
oddzialuje z nanoczastka srebra, a hydrofobowe tancuchy weglowe ustawiaja si¢ w strone
roztworu jak to przedstawiono na ryc. 2.

Warto zwrdci¢ uwagg, iz testy mikrobiologiczne i testy cytotoksycznosci wobec
komorek eukariotycznych trwaja kilka dni, wiec NPs majace stuzy¢ jako obiekt do badan
biologicznych powinny by¢ stabilne przez przynajmniej tydzien. Nie istniejg badania nad
wptywatem uzycia jako stabilizatora dla AgNPs nasyconych kwasow karboksylowych

na stabilnos¢, trwatos¢ 1 dziatanie przeciwdrobnoustrojowe NPs.

1.1.4 Sposoby oczyszczania NPs

W zaleznosci od metody syntezy NPs w mieszaninie poreakcyjnej moga znajdowaé
si¢ r6zne zanieczyszczania. Reakcje chemiczne nie przebiegaja ze 100% wydajnoscia,
wiec w roztworze pozostaja rozne formy srebra (jony srebra, srebro koloidalne), nadmiar
reduktora i substancji oplaszczjacej'®. Ponadto w mieszaninie mogg si¢ znalez¢ produkty
uboczne reakcji syntezy np. jony sodu jony azotanowe. Zaletg syntezy chemicznej jest to,
ze doktadnie znane sg substraty reakcji, 1 w prosty sposob mozna przewidzie¢ rodzaj
zanieczyszczen. Natomiast w przypadku syntezy biologicznej jest to wlasciwie
niemozliwe, gdyz nie jest wiadome jakie sktadniki komorki bakteryjnej buduja NPs,
a jakie stanowig zanieczyszczenie.

Proces oczyszczania jest wazny szczegOlnie podczas syntezy NPs, ktore maja by¢
obiektem do badan biologicznych, bowiem zanieczyszczania mieszaniny moga
wykazywac dzialanie biologiczne, co moze doprowadzi¢ do uzyskania nieobiektywnych
wynikéw’. Jest niewiele prac, w ktorych zwrdcono uwage na konieczno$é oczyszczania
roztworu NPs. Opisy oczyszczania mieszaniny poreakcyjnej zawarte sa glownie
w publikacjach dotyczacych chemicznej syntezy NPs. Najprostsza metoda oczyszczania
mieszaniny jest wirowanie'®. Opisuje si¢ rowniez oczyszczanie roztwordw przy pomocy
odparowywania rozpuszczalnika i nastgpnie ponownego rozpuszczania nanoczastek
w czystym  rozpuszczalniku?®. Bardzo efektywna, przy czym kosztochtonna
1 pracochtonng metoda jest oczyszczanie NPs przy pomocy elektroforezy. Wydaje sie, ze

rownie efektywnym sposobem na pozbycie si¢ zanieczyszczen z mieszaniny



poreakcyjnej jest dializa, ktora jest metoda prostg i tanig, ale rzadko wykorzystywang

w przypadku NPs?!

1.1.5 Metody fizykochemiczne uzywane do charakterystyki NPs
Metody fizykochemiczne, ktore sa uzywane do badania NPs pozwalajg precyzyjnie

opisac ksztatt, wielkos¢, tadunek oraz jakos¢ i rozktad czynnika optaszczajagcego na NPs.

Opisano wybrane metody fizykochemiczne, ktorymi postuzono si¢ w badaniach

wlasnych.

1.1.5.1 Spektrometria

Spektrofotometria polega na pomiarze ilosci $wiatta odbijanego lub pochtanianego
przez roztwor. Jest to popularna metoda pozwalajgca na precyzyjne obliczenie st¢zenia
roztworOw poprzez pomiar absorbancji i z wykorzystaniem prawa Labmberta-Beera.
Roztwory AgNPs, poddaja si¢ dziataniu tego prawa, gdyz wykazuja powierzchniowy

rezonans plazmonowy dzieki czemu mozliwe jest obliczanie stezef roztwordw?>2,

1.1.5.1.1 Spektrometria UV-vis

To narzedzie w ktorym wykorzystuje si¢ $§wiatlo widzialne oraz ultrafioletowe
w zakresie (200 nm do 1100 nm). W spektrofotometrze mierzona jest ilo$¢
promieniowania elektromagnetycznego zaabsorbowanego przez roztwér NPs
w okreslonej dtugoéci fali. Na tej podstawie wykreslane sg krzywe absorbancji*®. Dtugo$é
fali jest proporcjonalna do wielkosci AgNPs, a absorbancja do stezenia. Na podstawie
krzywych absorbancji mozliwe jest wigc szacowanie wielko$ci i stezenia badanego
roztworu NPs**. W tabeli 1 przedstawiono szacunkowe rozmiary NPs w zaleznosci od

dtugosci fali, natomiast na wykresie 1 typowa dla roztworu AgNPs krzywa absorbancji.

Rozmiar NPs [nm] Amax [nm]
10-14 395 -405
35-50 420
60 - 80 438

Tabela 1. Szacunkowe rozmiary NPs odpowiadajace poszczegélnym dlugosciom fali 2!,
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Wykres 1. Krzywa absorbancji typowa dla NPs. Na przedstawionej krzywej najwi¢ksze stezenie badanej
substancji odpowiada dlugosci fali Swietlnej charakterystycznej dla wielkosci nano (ok. 400 nm). Pozostale
wzniesienia na krzywej odpowiadaja obecnoS$ci zanieczyszczen roztworze.

1.1.5.1.2 Spektroskopia w podczerwieni, IR

Jest to rodzaj spektrofotometrii wykorzystujacy promieniowanie podczerwone.
Wynikiem pomiaru IR jest krzywa zaleznos$ci transmitancji od liczby falowej. Dzigki
analizie krzywej IR jest mozliwe ustalenie jakie grupy funkcyjne wystepuja w badanym
organicznym zwigzku chemicznym. Absorbancja promieniowania podczerwonego przez
grup¢ funkcyjng zwigzku chemicznego zachodzi w $cisle okreslonej i charakterystycznej
dla tej grupy czestotliwosci. Na podstawie bazy danych z czestotliwosciami okreslonych
pasm mozliwe jest precyzyjne okreslenie budowy zwigzku chemicznego. Jest to wiec
popularna technika wykorzystywana w chemii analitycznej. Przy uzyciu metody IR nie
jest mozliwa analiza zwigzkow nieorganicznych, co w przypadku NPs umozliwia oceng
czynnika oplaszczajacego®. Rdzen AgNPs bedacy metalem pozostaje dla metody

niewidoczny.

1.1.5.2  Dynamiczne rozpraszanie Swiatla, DLS
Dynamiczne rozpraszanie $wiatla (DLS, Dynamic Light Scattering) to metoda

stosowana w chemii analitycznej do okreslania rozmiaroéw oraz dyspersyjnosci czastek.
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Przy uzyciu wigzki laserowej mierzony jest stopien rozproszenia $wiatta przechodzacego
przez osrodek. Rozproszenie jest tym bardziej jednorodne im szybsze ruchy Browna
poruszajacych si¢ czastek, z kolei im wigksza §rednica badanych czastek tym wolniejsze

sa ich ruchy®®. Dzieki tej metodzie mozliwe jest okre$lenie calkowitej $rednicy AgNPs.

1.1.5.3 Analiza elementarna

Analiza elementarna to technika umozliwiajgca zbadanie sktadu pierwiastkowego
substancji. Polega ona na spaleniu otrzymanego zwigzku chemicznego do wegla
1 tlenkéw roéznych pierwiastkéw. Nastepnie przy pomocy chromatografu gazowego
analizowania sktadu 1 masy poszczegolnych produktow reakceji spalania. W tej metodzie
standardowo wykrywa si¢ zwigzki zawierajace wegiel, wodor, azot. Jezeli znane sg masy
czasteczkowe skladnikow badanej substancji to w wyniki zastosowania analizy
elementarnej znany bedzie doktadny wzor sumaryczny badanej substancji®®. Na ryc. 3

przedstawiono proces spalania AgNPs oraz przyktadowe wyniki analizy elementarne;.

Masa substratu = 100g

" ..' Masa CO, = 10g
% 0
‘o: ..0
o __ %
99,9
000°%5. 2000°%00

Masa H,0 =0,50g

Masa popiotu
=100-10-0,5g

Ryec. 3. Przyklad procesu spalania analitycznego i przeprowadzenia analizy elementarnej. W wyniku procesu
spalania otrzymuje si¢ tlenki spalonych substancji, detektory gazowe wykrywaja zwiazki wodoru, wegla, azotu
i fosforu. Po wykonaniu odpowiednich obliczen chemicznych mozliwe jest ustalenie wzoru sumarycznego
badanego substratu. Srebro budujace AgNPs nie ulega spaleniu wiec obliczajac mase popiotu znana bedzie
liczba atoméw srebra.

1.1.6 Metody badania wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych NPs

Metodami  okreslajacymi  dziatanie  przeciwdrobnoustrojowe  substancji
chemicznych sg: metoda krazkowo-dyfuzyjna, metoda dyfuzji z paska z gradientem

stezen (np. E-test) oraz metoda seryjnych rozcieficzen w agarze i w bulionie. Wszystkie,
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oprocz metody krazkowo-dyfuzyjnej, pozwalaja okresli¢ najmniejsze st¢zenie hamujace
wzrost bakterii — (ang. Minimal Inhibitory Concentration ) (MIC). Wymienione metody
zostaly wystandaryzowane przez Amerykanski Instytut Standardow Klinicznych
1 Laboratoryjnych — (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI) oraz
Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci — (ang. European Commiittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) (EUCAST). Dla kazdego antybiotyku stosowanego
w terapii oraz dla kazdego gatunku lub grupy drobnoustrojow okreslona zostata srednica
stref zahamowania wzrostu (w milimetrach) oraz MIC w metodzie seryjnych rozcienczen
(wmg/L), determinujace wrazliwos¢ badz niewrazliwos¢ na badany lek. Wartosci
te sg spisane 1 wydane w postaci tabelarycznej. W ten sposdb oznaczana jest wrazliwos¢
bakterii na antybiotyki, umozliwiajgca stworzenie antybiogramow.

Metoda krazkowo-dyfuzyjna polega na zastosowaniu krazkoéw bibutowych
zawierajacych okreslone stezenia substancji przeciwdrobnoustrojowych, ktore dyfunduja
do statego podloza mikrobiologicznego tworzac gradient stezen. W przypadku
wrazliwo$ci drobnoustroju na substancje znajdujaca sie¢ w krazku, pojawi si¢ wzrost
drobnoustroju wokot tak zwanej strefy zahamowania wzrostu. Najwiekszym wyzwaniem
wydaje si¢ standaryzacja metody krazkowo-dyfuzyjnej, gdyz na ostateczny wynik testu
ma wpltyw wiele czynnikow, takich jak: zdolnos$¢ substancji do wniknigcia w podtoze,
penetracja w podtozu, mozliwe interakcje chemiczne ze sktadnikami bibuty lub pozywki.
Metoda kragzkowo-dyfuzyjna moze by¢ wykorzystywana w badaniach nad NPs, nalezy
jednak mie¢ na uwadze brak standaryzacji metody w odniesieniu do NPs?®.

Metoda seryjnych rozcienczen jest metoda referencyjng w okreslaniu wrazliwosci
drobnoustrojéw na substancje chemiczne. Polega na zastosowaniu kolejnych rozcienczen
badanej substancji w statych objetosciach pozywki oraz takim samym inokulum
bakteryjnym. Umozliwia to okreslenie MIC. Metoda seryjnych rozcienczen jest szeroko
stosowana w badaniach naukowych, zapewnia bowiem mozliwo$¢ precyzyjnego
okreslenia MIC, pozbawiona jest natomiast ograniczenh metody krazkowo-dyfuzyjne;.
Zgodnie z zaleceniami CLSI i EUCAST, odczyt wartosci MIC dla badanych
antybiotykow powinien odbywac¢ si¢ za pomocag nieuzbrojonego oka. Nie w kazdej
sytuacji odczyt moze odbywac si¢ w ten sposob, gdyz niektore substancje, na przyktad
NPs, moga agregowac na dnie ptytek i utrudnia¢ odczyt. W takim przypadku konieczna
jest weryfikacja odczytu za pomoca innych technik, migdzy innymi przy uzyciu
spektrofotometrii czy barwienia resazuryng®’. Po zakoficzeniu inkubacji ptytek i odczycie

MIC przy pomocy oka nieuzbrojonego dodaje si¢ resazuryng i nastepnie inkubuje ptytki
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przez ok. 3 h. Po tym czasie fioletowa resazuryna jest redukowana przez zywe organizmy
do rézowej rezorufiny i mozliwy jest ponowny precyzyjny odczyt MIC. Przyktadowy

wynik testu z resazuryng przedstawiono na ryc. 4.
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Ryc. 4. Plytka 96-dolkowa na ktorej w poziomych rzedach od dotka 1 do 10 wykonano seryjne rozcienczenia
danego rodzaju NPs, dolek 11 stanowil kontrol¢ dodatnia, a dolek 12 kontrol¢ ujemna. Czarna strzatka wskazuje
warto$¢ MIC.

1.1.7 Metody oceny cytotoksycznosci AgNPs

Oznaczanie cytotoksycznos$ci zwigzkéw chemicznych in vitro stanowi jedno
z najwazniejszych badan oceny toksykologicznej poprzedzajacej rozpoczecie badan
in vivo 1 ewentualnego wdrozenia substancji do uzytku. Ocena cytotoksyczno$ci odbywa
si¢ na modelach komodrkowych ludzkich lub zwierzgcych. Najczgsciej wykorzystywane
sa komercyjnie dostepne linie komorkowe, ktore sa szczegdtowo scharakteryzowane oraz
tatwiejsze w hodowli. W przypadku badah nad cytotoksyczno$cia zwiazkéw na skore
stosowane sa linie keratynocytow i fibroblastow. Istnieje wiele réznych testow
oceniajacych cytotoksyczno$¢ zwigzkow opierajacych si¢ na zasadzie iloSciowego
pomiaru bezposredniego zywotno$ci komorek lub oznaczeniu aktywnos$ci markera, ktory
jest posrednim wskaznikiem zywotno$ci. Testy opierajace si¢ na reakcji redukcji soli
tetrazolowej (MTT, XTT 1 WST) sa jednymi z najbardziej popularnych. W testach

wykorzystywana jest zdolno$¢ zywych komoérek do przeprowadzenia redukcji substratu
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jakim sg (MTT, XTT, WST) przez enzymy oksydoredukcyjne zawarte w mitochondriach
oraz zmiana barwy substratow po reakcji redox. W martwych komorkach reakcje redox
nie zachodzg 1 barwne produkty nie powstaja. Test przeprowadza si¢ po okreslonym
czasie inkubacji komorek z badanym zwigzkiem, najczesciej 24 lub 48h. Wyniki testow
z wykorzystaniem soli tetrazolowe] odczytywane sg spektrofotometrycznie i na tej
podstawie wyznaczany jest parametr IC50, czyli takie stezenie badanej substancji, ktore

hamuje wzrost 50% komorek.
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1.2 Rola AgNPs jako substancji przeciwdrobnoustrojowej

Nanotechnologia jest bardzo szybko rozwijajaca si¢ dziedzing nauki.
Nanomaterialy sa szeroko wykorzystywane w przemys$le i zaczynaja by¢ stosowane
w medycynie z uwagi na swoje unikatowe wtasciwosci rézne od ich makroskopowych
odpowiednikow. Silne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wykazuja NPs metali,
szczegOlnie AgNPs. AgNPs mogg stanowi¢ dodatek do implantow kostnych, przez
co zmniejszaé ryzyko rozwoju biofilmu bakteryjnego oraz zainfekowania implantu'®.
Roztworem AgNPs mozna impregnowaé sie nici chirurgiczne, czy tez kaniule zylne®,
Trwaja badania nad stworzeniem opatrunkéw hydrozelowych zawierajacych AgNPs?’.
Tak wiec mozliwosci zastosowania AgNPs w medycynie jest wiele.

Uwaza si¢, ze NPs wykazuja wielokierunkowe dziatanie niszczace komorki
bakteryjne, a brak konkretnego celu molekularnego sprawia, ze potencjalne mozliwosci
wytworzenia mechanizméw opornos$ci sg mniejsze. W pierwszym etapie po zastosowaniu
AgNPs na komorki bakteryjne dochodzi do uszkodzenia $ciany i blony komorkowe;.
AgNPs oddzialywuja z peptydoglikanami $ciany komorkowej 1 doprowadzaja
dorozerwania  wigzan [ pomiedzy kwasami  N-acetyloglukozamidowym

i N-acetylomuraninowyym?

. Ponadto AgNPs niszcza mureing zawarta w $cianie
komorkowej bakterii, gdyz reaguja z zawartymi w tym biatku grupami tiolowymi (-SH)'°.
Niszczenie blony komorkowej odbywa sie réwniez wielokierunkowo. AgNPs
doprowadzaja do powstania mikroporow w btonie komorkowej, co zwigksza ich
przepuszczalno$é!>. Dochodzi do niszczenia mostkow biatkowych w fosfolipidach,
a takZe zaburzenia struktury peptydoglikanéw>!. Ponadto AgNPs stymulujg wytwarzanie
reaktywnych form tlenu, ktére w procesie peroksydacji lipidow niszcza blony
biologiczne®?. Wolne rodniki uszkadzaja takze enzymy tancucha oddechowego’®33.
Uwaza si¢, ze AgNPs majg zdolno$¢ powolnego uwalniania jondw srebra przez AgNPs
we wnetrzu komorki, co doprowadza do interkalacji z DNA 1 biatkami zawierajacymi
grupy tiolowe*?.

Istnieje jeszcze wiele kwestii, ktore wymagaja wyjasnienia i udowodnienia
w badaniach naukowych zanim AgNPs zostang wprowadzone do lecznictwa na szeroka
skale. Nadal brak jest danych umozliwiajacych odpowiedz na pytanie co wptywa na site
dziatania biologicznego nanoczastek. Wiadomym jest Zze im mniejszy rozmiar tym sita
dziatania przeciwdrobnoustrojowego jest wieksza, zwigksza si¢ jednak rowniez

30,34

cytotoksycznos¢ NPs Ksztatlt AgNPs jest czynnikiem modulujacym dziatanie
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przeciwdrobnoustrojowe®. Istnieja hipotezy, ze czynnik oplaszczajacy wplywa
na dzialanie NPs, jednak wymaga to dodatkowych badan’®. Rola innych czynnikéw
mogacych wplywa¢ na zachowanie NPs nie jest poznana. Waznym problemem jest
trwatos¢ AgNPs. Mozliwosci syntezy AgNPs jest wiele, natomiast tylko niektore metody
zapewniajg otrzymanie produktow stabilnych w dhuzszym okresie czasu np. tydzien®’.
W przypadku impregnacji implantow tkankowych waznym jest zeby substancja
przeciwbakteryjna dziatala rowniez po implantacji, a nie agregowata po kilku dniach
od stworzenia implantu. Poza tym wyjasnienia wymaga kwestia uwalniania AgNPs
z materiatu do ktérego zostata dodana oraz mozliwe interakcji z tym materiatem.
Odrebnym problem jest cytotoksyczno$s¢ AgNPs oraz interakcje z tkankami
zywych organizmow?®. Zastosowanie NPs w formie miejscowej wydaje si¢ niesé
mniejsze ryzyko niz stosowanie ogdlnoustrojowe AgNPs. W przypadku zastosowaé
na skore waznym problemem jest cytotoksycznos¢ dla keratynocytow i fibroblastow oraz

3941 Niestety opinie naukowcow w tej

mozliwosci przenikania AgNPs przez skore
sprawie sg sprzeczne 1 potrzeba jest wigkszej ilosci danych na ten temat. Jeszcze mniej

wiadomo na temat zastosowania ogolnoustrojowego NPs.
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1.3 Rola szczepow gronkowca zlocistego w chorobach skory

Gronkowiec ztocisty (tac. Staphylococcus aureus) — S. aureus to bakteria
Gram - dodatnia kulistego ksztaltu, majaca zdolno$¢ produkcji szeregu toksyn
stanowigcych czynniki zjadliwosci. Ponadto S. aureus wykazuje duze zdolnosci
do wyksztatcania czynnikow opornosci na antybiotyki. Najpopularniejszym z nich jest
gen mecA, ktory koduje ekspresje biatka warunkujacego oporno$é na metycyline*.
Tempo generowania czynnikow opornosci w przypadku S. aureus jest bardzo duze, gdyz
szczepy maja zdolnos¢ do przekazywania czynnikdw opornosci miedzy soba. Juz rok
po wprowadzeniu do lecznictwa penicyliny odnotowano szczepy oporne na ten
antybiotyk®. Podobna sytuacja zaistniala po wprowadzeniu do leczenia infekcji

gronkowcowych daptomycyny w 2003r*

. Pomimo restrykcji dotyczacych uzycia
antybiotyku opornos¢ S. aureus na daptomycyne wynosita od 0,05 do 20%*. S. aureus
to patogen wywotujacy szereg roznych zakazen, w tym posocznicg. Jest najczgstszym
czynnikiem etiologicznym zakazen skory i tkanek migkkich. Wywotuje takie choroby
jak:, zapalenie mieszkéw wlosowych, czyraczno$¢, ropnie mnogie niemowlat,
gronkowcowy zespot oparzonej skory Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS).
Ponadto S. aureus bierze udzial w wywolywaniu infekcji mieszanych takich jak
niesztowica czy liszajec zakazny?. Jest to jeden z najczesciej izolowanych patogendow
zran przewleklych*. Infekcje gronkowcowe moga byé rowniez czynnikiem
zaostrzajacym przebieg przewleklych dermatoz takich jak atopowe zapalenie skory®’.
Gronkowiec zlocisty moze by¢ réwniez sktadnikiem mikrobiomu cztowieka. Obecnos¢
S.aureus w przedsionku nosa w populacji og6lnej stwierdza si¢ w 10-30% , natomiast
u chorych na atopowe zapalenie skory odsetek ten siega ok. 60%*34°.

Ze wzgledu na wysoki potencjat S. aureus do tworzenia oporno$ci na antybiotyki
oraz duzy udziat tego patogenu w chorobach skory poszukiwane sg nowe substancje
przeciwgronkowcowe, ktoére powinny charakteryzowaé si¢ wielokierunkowym

dziataniem utrudniajagcym tworzenie czynnikow opornosci.
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2. Cele pracy
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Opracowanie metody syntezy kinetycznie stabilnych AgNPs

Ocena wplywu oczyszczania AgNPs za pomocg dializy na dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe AgNPs

Ocena  stabilnosci  kinetycznej AgNPs  oraz  sily  dziatania
przeciwgronkowcowego w czasie

Ocena wplywu substancji oplaszczjacej na dziatanie przeciwgronkowcowe
AgNPs

Ustalenie struktury badanych AgNPs przy pomocy metod fizykochemicznych
Wyselekcjonowanie AgNPs o silnym dzialaniu przeciw gronkowcowym
i niskiej cytotoksycznosci wobec komorek skory, ktore potencjalnie moglyby

by¢ wykorzystane do badan naukowych i zastosowan medycznych



3. Materialy i metody

3.1 Materialy

Wszystkie odczynniki zostaly zakupione w Sigma Aldrich 1 uzywane bez
wczesniejszego oczyszczania. Uzyte roztwory byty oczyszczane i destylowane.

Szczepy referencyjne S. aureus pochodzily z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow
(PAN Wroctaw). Szczepy kliniczne byty izolowane od Pacjentow Kliniki Dermatologii,
Wenerologii 1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego po wczesniejszym
uzyskaniu zgody komisji bioetycznej oraz zgdd pacjentow. Szczepy byty zakodowane
w sposOb uniemozliwiajacy identyfikacje pacjenta zgodnie z ustawa o ochronie danych
osobowych.

Jednorazowy sprzet 1 pozywki bakteryjne byty zakupione w Biomaxima S.A.

Uzywano nastgpujacych modeli sprzetow: spektrofotometr - UV-VIS Hitachi U-
1900 firmy Hitachi High-Technologies Corporation, spektrofotometr Multiscan GO 3.2,
liofilizator laboratoryjny Lyovac GT2E typ 11, analizator elementarny Vario EL III
firmy Elementar, spektrometr FTIR Jasco 6200

3.2 Metody

3.2.1 Synteza AgNPs

Dokonano systematycznego przegladu literatury dotyczacego syntezy AgNPs.
Powtarzano zgodnie ze wskazowkami sposob syntezy AgNPs oraz sprawdzano stabilno$¢
NPs w czasie. Dostateczng trwatoscig wykazaly si¢ AgNPs optaszczane PVP, ktorych
wytwarzanie opisata Malina i wsp'®. Na tej podstawie dokonano syntezy AgNPs
optaszczanych PVP z pewnymi modyfikacjami. Uzyto polimeréw o réznych masach
czasteczkowych: 3,5 KDa, 10KDa, 25KDa, 40KDa i 55KDa.

Metode syntezy AgNPs oplaszczanych kwasami karboksylowymi (AgNPsC) oraz
estrami kwasu bursztynowego 1 dtugotancuchowych alkoholi (AgNPsB) opracowat Prof.
Ryszard Ostaszewski z Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk.

Synteza odbywata si¢ w nastgpujacy sposéb: 40 ml 4% roztwor kwasu
karboksylowego podgrzewano w tazni wodnej na mieszadle magnetycznym do 40 °C.

Nastepnie dodawano 80 mg azotanu srebra i 40mg borowodorku sodu. W ten sposob
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otrzymywano AgNPs oplaszczane kwasami karboksylowymi o réznej dlugosci
tancucha weglowego. Za pomoca spektrofotometru (2800 UV-vis, UNICO, NJ, USA)
weryfikowano przebieg reakcji syntezy NPs wyznaczajagc widma UV-vis w czasie
dodania czynnika redukujacego, oraz co 10 min do momentu uzyskania dwoch
identycznych widm. Analogicznie badano trwalo$¢ NPs w czasie®’. Wykorzystano fakt,
1z NPs poddaja si¢ powierzchniowemu rezonansowi plazmonowemu i pochlaniajg fale

swietlng o dlugosci ok. 400nm.

3.2.2 Oczyszczanie AgNPs

Mieszaning poreakcyjng NPs oczyszczano za pomocg dializy.  Dializg
rozpoczynano natychmiast po zakonczeniu reakcji syntezy NPs. Stosowano btony
dializacyjne o wielkosci otworow 8-10nm (Spectra/Pro Biotech) (wyniki dializy przez
btong Inm byly poréwnywalne). Wypelniong roztworem NPs bton¢ umieszczano
w roztworze wodnym (woda destylowana) wykonujac pomiary spektrofotometryczne
probek pobranych z obu cieczy. Dialize prowadzono do tego momentu, w ktorym widmo
roztworu dializacyjnego bylo identyczne z widmem wody.

Do badan nad wplywem zanieczyszczen mieszaniny poreakcyjnej na dziatanie
przeciwgronkowcowe uzyto AgNPs oplaszczanych nastepujagcymi  kwasami
karboksylowymi: C10, C11, C12, C13, C14, C15 oraz optaszczanych PVP takimi jak:
PVP 3,5, PVP 10, PVP 25, PVP 40 i PVP 55. Mieszaniny poreakcyjne dzielono na dwie
rowne czeSci z ktorych jedng poddawano procesowi oczyszczania (nazwano
poszczegbdlne roztwory zgodnie z algorytmen: nanoczastka srebra, rodzaj substancji
oplaszczajacej, dializaowana (D) / niedializowana(ND), np.: AgNPsC10D), a druga

pozostawiono jako roztwor kontrolny.

3.2.3 Badania stabilnosci kinetycznej AgNPs

Weryfikowano trwato$¢ otrzymanych AgNPs wyznaczajac krzywe tempa rozpadu
NPs stosujac seri¢ pomiardw spektrofotometrycznych codziennie przez 14 dni. Do badan
nad stabilnoscig AgNPs wykorzystano roztwory wodne NPs optaszczanych kwasami
(karboksylowymi sktadajacymi si¢ od 2 do 17 atomow wegla w czasteczee (przy uzyciu
kwasu 16-weglowego nie byto mozliwe otrzymanie AgNPs w postaci roztworu wodnego,

AgNPs tworzg zel; dlatego nie kontynuowano badan przy uzyciu kwasow o dtuzszym
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tanicuchu). Analogiczne pomiary wykonano dla AgNPs optaszczanych estrami kwasu
bursztynowego i PVP.

Na podstawie pomiarow spektrofotometrycznych wyselekcjonowano AgNPs
o najwiekszej stabilnosci kinetycznej 1 tylko te NPs uzyto do testow mikrobiologicznych.
Sprawdzano aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa AgNPs optaszczanych PVP, kwasami
karboksylowymi w czasie, za pomoca metody seryjnych rozcienczen opisanej ponize;j.
Przed kazdym testem mikrobiologicznym roboczo wykonywano pomiary

spektrofotometryczne, celem sprawdzenia obecnosci nanoczastek w roztworach.

3.2.4 Charakterystyka fizykochemiczna AgNPs

Badania fizykochemiczne zostaly przeprowadzone w Instytucie Chemii
Organicznej oraz Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk dzigki
uprzejmosci 1 wsparciu merytorycznemu Prof. Ryszarda Ostaszewskiego oraz
inz. Patrycji Wardaszki.

Wykorzystano techniki spektrofotometrii UV-vis, spektrometrii IF, DLS oraz
analizy elementarnej. Z uwagi na wysoki koszt badan pomiary wykonano dla AgNPs
optaszczanych kwasami karboksylowymi (C11, C12, C13, C14 i C15) oraz wybranych
roztworow AgNPs optaszczanych estrami kwasu bursztynowego (B10, B12, B14 1 B16).
AgNPs PVP scharakteryzowane zostaty przez Malina i wsp, a wyniki analiz
przedstawiono w publikacji'®.

Metoda spektrofotometrii UV-vis, jako najprostsza, tania i szybka do wykonania,
postuzyta do szacowania rozmiaréw otrzymywanych AgNPs oraz stabilnos$ci kinetyczne;j
roztworow w czasie. Pomiary spektrometryczne wykonywano w trakcie procesu syntezy,
po jej zakonczeniu oraz przed analizami mikrobiologicznymi. Pobierano probki
roztwordw, ktore rozcienczano w wodzie. Przed przystgpieniem do pomiaréw mierzono
mas¢ roztworu AgNPs oraz mas¢ rozpuszczalnika celem ustalenia st¢zenia roztworu.
Probke umieszczano w kuwecie pomiarowej o szerokosci 1cm. Nastepnie wykonywano
pomiary spektrofotometryczne.

Ustalenie szczegotowych dane syntezowanych AgNPs wymagato zastosowania
wysokospecjalistycznych metod fizykochemicznych.

Metode DLS wykorzystano do okreslenia rozmiaru i polidyspersji AgNPs.

Metode analizy elementarnej uzyto do oceny skladu pierwiastkowego AgNPs

po zakonczeniu procesu syntezy. Oczyszczone za pomoca dializy roztwory AgNPs
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liofilizowano, a nast¢pnie spalano w analizatorze elementarnym. Dzi¢ki zastosowaniu tej
metody mozliwe byto obliczenie stosunku liczby atomow wegla przypadajacych na jeden
atom srebra. Wyniki analizy pozwolity wnioskowac o gestosci oplaszczenia AgNPs przez
czynniki optaszczajace.

Metode IR uzyto w celu okreslenia budowy chemicznej substancji optaszczjacych
NPs. Poréwnanie krzywych transmitancji od liczby falowej dla poszczegdlnych
czynnikow optaszczjacych pozwolilo na analiz¢ zmian czynnika oplaszczajacego
w czasie syntezy AgNPs. Przyktadowy proces analizy krzywych przedstawiono

na wykresach. 2, 3, 4.

(il |M&/‘u."\"u[\ | WMM [
| |

| | \ )
! |
'|| \ \ |||
\ hJ |

Transmitancja [%]

| | | ! |
I T T T
1415 1703 1712 2849 2851 Liczba falowa [em™?]
| | |
Dimery kwasu Grupa Asymetryczna grupa
karboksylowego karboksylowa CH; weglowodorow

c=0 nasyconych

Wykres 2. Krzywa transmitancji od liczby falowej dla czasteczki kwasu karboksylowego C15.
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Wykres 3. Krzywa transmitancji od liczby falowej dla czasteczki kwasu karboksylowego pentadekanowego
oplaszczajacej AgNPs.

Transmitancja [%]

| | | | |
I I [ T |
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Po syntezie kazda Grupa karboksylowa Po syntezie AgNPs
czasteczka kwasu C=0 pozostata bez w strukturze kwasu
jest monomeryczna zmian po synezie karboksylowego pojaiwto sie
AgNPs

wigzanie podwdjne

Wykres 4. Nalozone krzywe transmitancji od liczny falowej przedstawiajace zmiany w budowie czgsteczki
kwasu karboksylowego przed i po syntezie AgNPs. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzié, ze
grupa funkcyjna kwasu karboksylowego pozostala, natomiast w lancuchu karboksylowym pojawilo si¢
wiazanie nienasycone. Poza tym kwasy karboksylowe nie tworza polimerow.

3.2.5 Badanie aktywnosci przeciwgronkowcowej AgNPs

Badania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej AgNPs zostaly przeprowadzone

wobec referencyjnych oraz klinicznych szczepow S. aureus wyizolowanych z owrzodzen
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powstatych u pacjentow w przebiegu przewlektej niewydolnosci zylnej. Wszystkie
badane szczepy kliniczne oraz referencyjne zostaly scharakteryzowane pod katem
wrazliwos$ci na antybiotyki konwencjonalne.

Wszystkie badania mikrobiologiczne zostaly przeprowadzone w odpowiednio
wyposazonym laboratorium mikrobiologicznym Katedry 1 Zakladu Chemii
Nieorganicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego dzigki uprzejmosci prof.
Wojciecha Kamysza.

Do badania aktywnos$ci przeciwgronkowcowej AgNPs wykorzystano metode
seryjnych rozcienczen zaaprobowang przez CLSI oraz EUCAST. Oznaczenia MIC
zostaly wykonane przy uzyciu 96-dotkowych ptytkach mikrotitracyjnych. Otrzymane
roztwory AgNPs rozcienczono w wodzie destylowanej, wzgledem zawarto$ci srebra
jonowego dodanego do reagentow reakcji syntezy, do stezenia 1000 ppm. Uzyto ptytek
zawierajacych 96 rynienek o pojemnosci 200 pl kazda. Wypetniono kazdy dotek 100 pl
ptynnej pozywki bakteryjnej (bulion Mueller-Hinton — MH). Nastepnie dodawano
po 100 ul roztworu NPs iwykonywano seryjne rozcienczenia zwigzkoéw. Ostatnim
etapem bylo dodanie roztworu 20 pl zawiesiny bakteryjnej (o gestosci 0.5 McFarlanda)
do 10 ml bulionu. Plytki inkubowano w 37°C przez 16-20 godzin. Po inkubacji NPs
z zawiesing bakterii dochodzilo czgsto do agregacji ciemnoszarych osadéw srebra na dnie
ptytki, dlatego po odczycie wartosci MIC z ptytek, uzywano resazuryny do weryfikacji
tych odczytow. Po dodaniu resazuryny, ptytki inkubowano przez 3 godziny. Wszystkie
testy oraz odczyty powtdrzono 3 krotnie. Jako ostateczny wynik uznano dominantg tych
trzech pomiarow.

Badania dotyczace wptywu dializy na aktywno$¢ AgNPs wykonane zostaty metoda
seryjnych rozcienczen dla nastepujacych rodzajow NPs: AgNPsPVP 3,5; AgNPsPVP 10;
AgNPsPVP 25; AgNPsPVP 40; AgNPsPVP 55; AgNPsC10; AgNPsC11; AgNPsC12;
AgNPsC13; AgNPsC14 w formie oczyszczonej i nieoczyszczone;.

Badania aktywnosci NPs w czasie wykonano przy uzyciu dializowanych NPs:
AgNPsPVP 3.)5; AgNPsPVP 10; AgNPsPVP 25; AgNPsPVP 40; AgNPsPVP 55;
AgNPsC10; AgNPsC11; AgNPsC12; AgNPsC13; AgNPsC14; AgNPsB10; AgNPsB12;
AgNPsB14; AgNPsB16;

Do badan mikrobiologicznych dotyczacych wpltywu substancji optaszczjacej
na dziatanie przeciwgronkowcowe AgNPs uzyto dializowanych NPs: AgNPsPVP 3,5;
AgNPsPVP 10; AgNPsPVP 25; AgNPsPVP 40; AgNPsPVP 55; AgNPsC10; AgNPsC11;
AgNPsC12; AgNPsC13; AgNPsC14; AgNPsB10; AgNPsB12; AgNPsB14; AgNPsB16;
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3.2.6 Badanie cytotoksycznosci AgNPs na ludzkie keratynocyty

Testy cytotoksycznosci przeprowadzono tylko dla AgNPs, ktérych sita dziatania
przeciwbakteryjnego byta najwigksza.

Badania wykonano dzigki uprzejmosci dr hab. n. med. Michata Pikuly
w Labolatorium Kliniki Embriologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Testy
cytotoksycznosci wykonata dr n. med. Milena Deptuta.

Keratynocyty HaCaT wysiano na ptytki 96-dotkowe (5 tys./dotek) w pozywce
DMEM HG (Sigma Aldrich) zawierajacej 10% FBS (Sigma Aldrich). Po 24h pozywke
zmieniono na bezsurowiczg i komoérki zastymulowano zwigzkami. Po 24h inkubacji
sprawdzono wptyw zwigzkow na proliferacj¢ przy pomocy testu XTT (Sigma Aldrich).

Wyniki powtdrzono czterokrotnie.

3.2.7 Analiza statystyczna wynikow

Analizg statystyczng wykonano z wykorzystaniem programu ,,R”. Za poziom
istotnosci statystycznej uznano warto$¢ p (ang. p value) wynoszaca p<0,05. Do analiz
przyjeto schemat w ktorym analizowano wszystkie szczepy S. aureus jako jedna grupe,
kazdy z testow mikrobiologicznych powtorzono trzykrotnie uzyskujac ostatecznie liczbe
prob n=18. Do analiz statystycznych testow mikrobiologicznych wykorzystano $rednig
wartos¢ MIC z poszczegolnych analizowanych grup. Do analizy wptywu oczyszczania
za pomocg dializy wykorzystano test U-Manna Whitneya, ktory jest testem
nieparametrycznym stuzacym do poréwnania dwoch prob niezaleznych. Powyzszy test
uzyto roéwniez w celu porownania silty dzialania poszczegolnych rodzajow AgNPs do
AgNO3s, a takze do porOwnania dziatania poszczegdlnych AgNPs pomigdzy soba.
Analizy trwato$ci AgNPs w czasie wykonano przy uzyciu nieparametrycznego testu
Wilcoxona dla par obserwacji rownolicznych probek. Opracowanie statystyczne testow

cytotoksycznosci wykonano przy pomocy testu U-Manna Whitneya.
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4. Wyniki

4.1 Synteza NPs

Wielokrotnie podejmowano proby powtdrzenia procesu syntezy AgNPs
na podstawie danych literaturowych. Otrzymywane AgNPs okazywaly si¢ jednak
nietrwate 1 ulegaty agregacji w ciggu kilkunastu minut lub kilku godzin. Nieliczne
zsyntezowane AgNPs wykazywaty trwato$¢ pozwalajacg na przeprowadzenie testow
mikrobiologicznych. Dostateczng trwalo$cig wykazaty si¢ AgNPs oplaszczane PVP,
ktorych metode syntezy opracowali Malina i wsp!®. Rowniez AgNPs oplaszczane
jednonasyconym kwasem oleinowym zsyntezowane prze Li i wsp. charakteryzowaly si¢
wysoka trwaloscia®'. Z uwagi na ztozono$¢ budowy kwasu oleinowego, postanowiono

opracowa¢ metod¢ syntezy AgNPs optaszczanych nasyconymi kwasami ttuszczowymi.

Aby zmaksymalizowa¢ mozliwosci poréwnania AgNPs pomiedzy soba
postanowiono zminimalizowa¢ liczbe czynnikow rdéznigcych poszczegoélne rodzaje
molekul. W zwigzku z tym uzyto jednej metody syntezy dla wszystkich badanych
AgNPs. Syntezg¢ AgNPs wykonano metodg chemiczng z uzyciem azotanu srebra oraz
borowodorku sodu, jako czynnika redukujacego. Jako substancji optaszczjacej uzyto

PVP, kwasoéw karboksylowych oraz estrow kwasu bursztynowego

Wykonano nast¢pujacg reakcje chemiczna:

2 AgNO; + NaBH4 2 2 Ag + BH3 + NaNOs + HNO;
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W wyniku redukcji jonéw srebra powstaja AgNPs o ciemnym zabarwieniu,
co wynika z wlasciwosci optycznych NPs. Weryfikacj¢ otrzymanego produktu reakcji
potwierdzano przy pomocy pomiardw spektrofotometrycznych wykonywanych po
zakonczeniu syntezy dla kazdego roztworu. Na ryc. 5 przedstawiono barwng reakcje

tworzenia AgNPs.

Ryc. 5. Na fotografii po lewej stronie znajduje sie roztwor stabilizatora oraz azotanu srebra, zdjecie po prawej
stronie pokazuje moment tworzenia sie AgNPs w trakcie dodawania substancji redukujace;j.

4.1.1 Synteza AgNPs oplaszczanych PVP

Na podstawie metody opisanej przez Malina i wsp.!® dokonano syntezy AgNPs
optaszczanych PVP z pewnymi modyfikacjami oraz przeprowadzono analizg stabilnos$ci
kinetycznej NPs. Na wykresie 5 przedstawiono krzywe absorbancji dla poszczegolnych
mieszanin poreakcyjnych (sposob analizy krzywych omowiono w rozdziale 1.1.5.1.1)
Wszystkie badanie roztwory charakteryzowal typowy dla nanoczastek ksztatt krzywe;j
absorbancji, co potwierdza ze dokonano syntezy AgNPs. Punkt maksimum absorbancji
dla badanych roztworéw oscylowat wokoét wartosci 400 nm, oznacza to ze zsyntezowane
AgNPs charakteryzowaty si¢ zblizonym rozmiarem. Poszczegdlne roztwory rdznity si¢

stezeniami AgNPs 1 dlatego punkty maximum absorbancji dla roztwordw sg rozne.
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Zalezno$¢ absorabancji od dlugosci fali dla AgNPsPVP
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Wykres 5. Krzywe absorbancji od dlugosci fali dla poszczegélnych rodzajow stabilnych kinetycznie AgNPs
oplaszczanych kwasami karboksylowymi wykonane po zakonczeniu procesu syntezy.

4.1.2 Synteza AgNPs oplaszczanych kwasami karboksylowymi

Synteze AgNPs optaszczanych kwasami karboksylowymi wykonywano przy
uzyciu kwasoéw karboksylowych nasyconych systematycznie zwigkszajac liczbe wegli
w tancuchu weglowym.

Po zakonczeniu syntezy, spektrofotometrycznie potwierdzono obecno$¢ struktur
,hano” we wszystkich mieszaninach poreakcyjnych. Stwierdzono, iz AgNPs o dtugosci
tancucha weglowego od 2 do 9 wegli nie moga my¢ uzyte do badan biologicznych, gdyz
ulegaja agregacji w ciggu 24h od zakonczenia procesu syntezy. Natomiast zbyt dlugi
tancuch weglowy uzyty do optaszczenia AgNPs powoduje, ze roztwor tworzy gesty zel.
Powyzsze wyniki przedstawiono szczegotowo w rozdziale 4.2.1.2. w tabeli 4. Dla
AgNPs uzytych do badan mikrobiologicznych przedstawiono krzywe UV-vis na
wykresie 6. Wartosci dlugosci fali w punkcie maksimum absorbancji dla
wyselekcjonowanych AgNPs wachaty sie od 394 do 416nm, §wiadczy to o podobnym
rozmiarze molekut wynoszacym okoto 30 - 40 nm. C11 1 C15 sg nieznacznie mniejsze

od C12,C13 1 Cl4.
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Zalezno$¢ absorbancji od dlugosci fali dla AgNPsC
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Wykres 6. Krzywe absorbancji od dlugosci fali dla poszczegélnych rodzajéw stabilnych kinetycznie AgNPs
oplaszcanych kwasami karboksylowymi wykonane po zakonczeniu procesu syntezy.

Wyniki spektrofotometryczne weryfikowano przy uzyciu techniki DLS, dzigki
ktorej mozliwe jest precyzyjne okreslenie rozmiaru AgNPs. Dlugo$¢ fali wigzki §wiatta
laserowego wynosita 658nm. Badaniu poddano wszystkie NPs optaszczone prostymi
kwasami karboksylowymi 1 estrami kwasu bursztynowego, jednak $rednice
hydrodynamiczng udato si¢ zmierzy¢ tylko dla C11 — wyniosta ona 66 nm, oraz dla NPs
optaszczanych C15 - 47 nm. Na wykresie 7 przedstawiono przyktadowy wynik pomiaru
srednicy hydrodynamicznej dla C15.

Particle size distribution by intensity
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Wykres 7. Wynik analizy DLS dla C15.
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4.1.3 Synteza AgNPs oplaszczanych estrami kwasu bursztynowego

Postanowiono dokona¢ modyfikacji struktury substancji oplaszczjacej, aby
wydhuzy¢ tancuch weglowy 1 uzyska¢ AgNPs o dlugim tancuchu, ktore pozostang
w formie cieczy (AgNPs optaszczane kwasami karboksylowymi o tancuchu
zawierajagcym ponad 16 wegli tworzyly posta¢ zelu). Taka substancja okazaty si¢ by¢
estry kwasu bursztynowego i alkoholi dlugotancuchowych. Dokonano syntezy AgNPs
1w sposoOb systematyczny zwigkszano o dwa liczbg wegli w tancuchu karboksylowym
alkoholi rozpoczynajac od dekanolu i konczac na heksadekanolu.

Wykres 8 przedstawia widma UV-vis dla otrzymanych AgNPs, podobnie jak
w przypadku pozostatych roztwordw NPs, otrzymanym produktem reakcji sa NPs,
o zblizonym rozmiarze i r6znym st¢zeniu roztworow. Diugos¢ fali w punkcie maximum
absorbancji dla roztwordéw wahata si¢ od 404 nm do 420 nm, co oznacza, ze zwigkszanie
liczby wegli w tancuchu alkoholu wptywa na zwigkszenie rozmiaru AgNPs. Sredni

rozmiar AgNPs wynosi ok. 50nm.

Zaleznos¢ absorbancji od dlugosci fali dla AgNPsB
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Wykres 8. Krzywe absorbancji od dlugosci fali dla poszczegélnych rodzajow stabilnych kinetycznie AgNPs
oplaszczanych estrami kwasu bursztynowego wykonane po zakonczeniu procesu syntezy.
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4.2 Ocena stabilnosci kinetycznej AgNPs oraz sily dzialania

przeciwgronkowcowego AgNPs w czasie

4.2.1 Ocena stabilnosci kinetycznej AgNPs

Stabilno$¢ kinetyczna roztworu AgNPs oznacza, ze proces agregacji NPs zachodzi
bardzo wolno 1 w roztworze nie dochodzi do spadku stezenia AgNPs (splaszczenie
krzywej UV-vis) na rzecz zwickszenia molekul (przesunigcie w prawo punktu
maksimum) czyli powstawania agregatow. W stabilnym roztworze AgNPs wyglad

krzywej UV-vis nie ulega znaczagcym zmianom.

4.2.1.1 AgNPs oplaszczane PVP

Wszystkie rodzaje AgNPs PVP wykazywaly stabilno$¢ kinetyczna w czasie
trwania eksperymentu tj. 14 dni, co potwierdzano przy pomocy pomiarow
spektrofotometrycznych UV-vis. W tabeli 2 przedstawiono warto$ci maksimum
absorbancji 1 odpowiadajacej jej diugosci fali dla poszczegdlnych roztworow,
pozostawionych w kuwetkach przez caly czas trwania eksperymentu, co umozliwito
utrzymanie roztworow w tym samym stezeniu roztworu NPs (probki zabezpieczono
przed parowaniem folig). Na wykresie 9 pokazano krzywe rozpadu dla AgNPs PVP.
Badane roztwory nie wykazaly znaczacych réznic dla dlugosci fali oraz zmian
absorbancji, co oznacza ze AgNPs nie zmienity rozmiaru i w roztworze nie doszto do
agregacji. Najwieksze zmiany, jednakze nie istotne z makroskopowego punktu widzenia,
odnotowano w przypadku roztworu PVP 25. Zaobserwowano stopniowe zwigkszanie
dhugosci fali w ciagu 14 dni od zakonczenia syntezy, od 430 nm do 455 nm, oznacza to
ze NPs zawarte w roztworze zwigkszyty rozmiar z ok. 60 nm do ponad 100 nm. Warto
zwroci¢ uwage, ze maksimum absorbancji w tym roztworze stopniowo malato, od 0,202
do 0,173, co $wiadczy o zmniejszeniu stezenia AgNPs w roztworze na rzecz

powstajacego srebra koloidalnego w procesie agregacji.
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Substancja . 7 dni po zakonczeniu 14 dni po zakonczeniu
. Dzien syntezy
oplaszczajaca syntezy syntezy
Amax Abpa Amax Abp Amax Abya
[nm] | [nm] | [nm] |
PVP 3,5 400 0,122 1400 0,12 [ 403 0,19
PVP 10 396 0,163 1396 0,1651396 0,158
PVP 25 430 0,202 1447 0,193 455 0,173
PVP 40 407 0,1451408 0,151407 0,149
PVP 55 401 0,18 1401 0,164 1402 0,168
Tabela 2. Zmiana absorbancji w czasie i dlugosci fali odpowiadajace maksimum absorbancji dla
poszczegélnych rodzajow AgNPs oplaszczanych PVP.
Krzywe rozpadu roztworéw AgNPs PVP w czasie
0,25
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Wykres 9. W formie wykresu przedstawiono zmiane¢ absorbancji od czasu dla badanych roztworéw AgNPsPVP.

Podsumowano otrzymane wyniki w tabeli 3, pokazujac iz wszystkie AgNPs

oplaszczane PVP wykazywaly trwato$¢ przez przynajmniej 14 dni, co umozliwia

prowadzenie badan biologicznych na tego rodzaju NPs.

Numer | AgNPs Skrotowa nazwa | Trwalosé Trwatloes$é Trwaloesé
oplaszczone PVP AgNPs 24h AgNPs po 7 AgNPs po 14
o nastepujacych po dniach od dniach od
masach zakonczeniu zakonczenia zakonczenia
syntezy syntezy syntezy

1] 3,5kDa PVP 3,5 + + +

2 | 10 kDa PVP 10 + + +

3 | 25kDa PVP 25 + + +

4 | 40 kDa PVP 40 + + +

5[ 55kDa PVP 55 + + +

Tabela 3. Podsumowanie testéw stabilnosci kinetycznej prowadzonych na AgNPs oplaszczanych PVP.
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4.2.1.2 AgNPs oplaszczane kwasami karboksylowymi

Cyklicznie powtarzano pomiary widm UV-vis. Na podstawie zmian dtugosci fali
odpowiadajagcych maksimum absorbancji wnioskowano o stabilno$ci kinetycznej
roztworow AgNPs, czyli tendencji do agregacji NPs. Stwierdzono, ze AgNPs
optaszczane kwasami krétkotancuchowymi tj. poczawszy od kwasu octowego (C2),
a skonczywszy na kwasie nonanowym (C9) ulegaly agregacji przed uptywem 24h
od zakonczenia syntezy. AgNPs optaszczone kwasem dekanowym (C10) wykazywaty
stabilno$¢ kinetyczng przez 4 dni. AgNPs oplaszczone dhugotancuchowymi kwasami
karboksylowymi: undodekanowym (C11), laurynowym (C12), tridekanowym (C13),
mirystynowym (C14) i pentadekanowm (C15) wykazywaly stabilno$¢ przez caly czas
trwania eksperymentu. AgNPs optaszczane kwasami o wigkszej niz 15 atomow wegla
w czasteczce tworzyty posta¢ zelu. Pomiary spektrofotometryczne oraz dalsze badania
mikrobiologiczne nie byly mozliwe dla C16 AgNPs. Podsumowanie wynikow stabilno$ci
kinetycznej poszczegdlnych roztworéw pokazano w tabeli 4. Na szaro zaznaczono

substancje uzyte do dalszych badan.

Numer AgNPs oplaszczone | Skrotowa Trwalos¢ Trwalo§é Trwalo§é
kwasem nazwa AgNPs 24h AgNPs po7 | AgNPs po
karboksylowym po dniach od 14 dniach

zakonczeniu | zakonczenia | od

syntezy syntezy zakonczenia

syntezy

1 CH3COOH C2 - - -
2 C,HsCOOH C3 - - -
3 C;H,COOH C4 - - -
4 C4HyCOOH Cs - - -
5 CsH;1COOH C6 - - -
6 CeH13COOH C7 - - -
7 C;H;sCOOH C8 - - -
8 CsH1;COOH C9 - - -
9 CoH19COOH C10 + - -
10 C10H21COOH Cl1 + - i}
11 C11H23COOH Cl12 + + i
12 C12HsCOOH C13 3 % T
13 Ci3H2;COOH Cl4 + + i
14 C14H29COOH C15 aF + +
15 C5H3COOH Cl16 Postac zelu
Na szaro zaznaczono roztwory uzyte do dalszych badan

Tabela 4. Podsumowanie testéw stabilnosci kinetycznej prowadzonych na AgNPs oplaszczanych kwasami
karboksylowymi.
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Na podstawie codziennych pomiaréw spektrofotometrycznych stworzono krzywe
rozpadu dla NPs wykazujacych trwato$¢ przez 24h, co przedstawiono w tabeli 5
1 dotaczonym do tabeli wykresie 10. Roztwor C10 charakteryzowat si¢ wysokim tempem
agregacji. Przez cztery kolejne dni od zakonczenia procesu syntezy odnotowywano
zmniejszenie wartosci absorbancji w roztworze C10 od ok. 0,9 do ok. 0,7. Natomiast
pigtego dnia pomiar spektrofotometryczny nie byl mozliwy z uwagi na catkowity
agregacje AgNPs, widoczng rowniez makroskopowo. Stopniowa agregacje wykazywat
réwniez roztwor C11 (w ciggu pigciu dni absorbacja zmniejszyta si¢ od ponad 0,6 do
ponizej 0,5), jednakze po kilku dniach doszto do ustalenia rownowagi w roztworze
1 uzyskania stabilno$ci kinetycznej roztworu (absorbancja roztworu oscylowata wokét
warto$ci 0,45). W roztworach C12, C13, C14, 1 C15 nie obserwowano znaczacych zmian

absorbancji, co §wiadczy o trwalo$ci roztworéw w czasie trwania eksperymentu.

AgNPs Dzien syntezy 7 dni po zakonczeniu 14 dni po zakonczeniu
syntezy syntezy

Amax [nm] | Abmax Amax [nm] | Abmax Apax [Nm] | Abmax
C10 397 0,869 - - - -
C11 398 0,627 396 0,463 397 0,459
C12 412 0,298 412,5 0,315 414 0,339
C13 412 0,729 414.,5 0,719 414,5 0,733
C14 416 0,388 415,5 0,417 415,5 0,423
C15 394 0,245 393 0,268 396 0,272

Tabela 5. Zmiana absorbancji w czasie dla poszczegolnych rodzajéow AgNPsC.
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Krzywe rozpadu roztworow AgNPsC w czasie
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Wykres 10. Krzywe rozpadu wyrysowane na podstawie absorbancji mierzonej w czasie 20 dni. Przerywang
linig zaznaczono ekstrapolacje danych na dni w ktorych pomiary nie byly wykonywane.

4.2.1.3 AgNPs oplaszczane estrami kwasu bursztynowego

W przypadku AgNPsB punkty max absorbancji wykazuja nieznaczne rdznice, co

swiadczy o duzej stabilno$ci kinetycznej roztworéw w czasie trwania eksperymentu.

Poszczegodlne roztwory AgNPs charakteryzuja niewielkie zmiany dlugos$ci fali w czasie

14 dni, oznacza to ze AgNPs maja staly rozmiar. Pomiary absorbancji i dlugosci fal

przedstawiono w tabeli 6 , a krzywe rozpadu pokazano na wykresie 11. Podsumowanie

powyzszych analiz przedstawiono w tabeli 7.

AgNPs Dzien syntezy 7 dni po zakonczeniu 14 dni po zakonczeniu
syntezy syntezy
A max [nm] Ab max A max [nm] Ab max A max [nm] Ab max
B10 404 0,749 406 0,71 406 0,717
B12 413 0,57 414 0,54 414 0,547
B14 415 0,307 417 0,201 418 0,206
B16 420 0,594 423 0,443 423 0,442

Tabela 6. Zmiana absorbancji w czasie dla poszczegélnych rodzajow AgNPsB.
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Wykres 11. Krzywe rozpadu wyznaczone na podstawie pomiaréw absorbancji roztworéw w czasie dla AgNPsB.
Numer AgNPs oplaszczone Skrétowa | Trwalo§é Trwalo§é Trwalo§é
estrami kwasu nazwa AgNPs 24h | AgNPs po AgNPs po
bursztynowego po 7 dniach od | 14 dniach
zakonczeniu | zakonczenia | od
syntezy syntezy zakonczenia
syntezy
1 COOH-(CH;),-COO- B10AgNPs + + +
CI10H21
2 COOH-(CH2)2-COO- B11AgNPs + + +
C11H23
3 COOH-(CH2)2-COO- B12AgNPs + + +
C12H25
4 COOH-(CH2)2-COO- B13AgNPs + + +
C13H27
5 COOH-(CH2)2-COO- B14AgNPs + + +
C14H29
6 COOH-(CH2)2-COO- B15AgNPs + + +
CI15H31
7 COOH-(CH2)2-COO- B16AgNPs + + +
C16H33

Tabela 7. Podsumowanie testéw stabilnosci kinetycznej prowadzonych na AgNPsB.

4.2.2 Ocena sily dzialania przeciwgronkowcowego w czasie (trwalos¢

mikrobiologiczna)

Stopniowa agregacja AgNPs moze wplywac na utrat¢ dziatania biologicznego. Nie
jest wiadomym czy stabilno$¢ kinetyczna AgNPs w prosty sposob przektada si¢ na
zachowanie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych NPs w czasie. Po raz pierwszy

postanowiono zweryfikowa¢ tg hipotezg przeprowadzajac badania mikrobiologiczne
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na zsyntezowanych roztworach AgNPs wykonujac oznaczenia MIC metodg seryjnych
rozcienczen w odstepach czasu.

W przypadku AgNPs oznaczenia wykonywano w odstepach dwu tygodniowych,
przy czym ,,0 tydzien” oznacza, ze trzy dni po zakonczeniu procesu syntezy 1 dializy
rozpoczeto wykonywanie testow mikrobiologicznych (test trwa 3 dni), ,,2 tyg” oznacza
ze po dwoch tygodniach od rozpoczecia poprzedniego testu mikrobiologicznego
rozpoczeto drugi test. Testy trwatosci dla roztworéw AgNPsPVP i AgNPsC wykonano
w odstepach dwutygodniowych, a w przypadku AgNPsB oznaczenia wykonano
w odstepach 6 miesigcznych.

Wykazano, iz w przypadku AgNPs optaszczanych: PVP 3,5, PVP 10, PVP 25
1 PVP 40 aktywno$¢ przeciwgronkowcowa (wyrazona jako S$rednia wartos¢ MIC dla
szesciu szczepOw S. aureus) spada istotnie statystycznie w ciggu czterech tygodni od
zakonczenia procesu syntezy. Tylko wobec PVP 55 nie wykazano istotnego statystycznie
spadku aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, co oznacza ze tylko ten rodzaj AgNPs
utrzymuja swoja aktywnos$¢ w czasie 4 tygodni.

Wigksza zdolnoscig do zachowania aktywnosci przeciwgronkowcowej w czasie
charakteryzowaty si¢ AgNPs optaszczane kwasami karboksylowymi. Cztery z sze$ciu
badanych rodzajow AgNPsC utrzymywaty stalg sile dziatania przez 4 tyg. (nie wykazano
istotnego statystycznie spadku wartosci MIC). Roztwory AgNPs C12 i CI15 utracity
aktywnos$¢ w czasie, przy czym dla C12 p val. wynosita 0.04, a wiec wartos$¢ zblizong do
punktu odcigcia wynoszacego 0.05. Wyniki analiz statystycznych przedstawiono

w tabeli &.
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Rodzaj | ] 0 tydz /2 tydz ] ] 0 tydz /4 tydz
AgNPs S. MIC | S. MIC S. MIC |S.MIC
0 tydz |2 tydz |p val. | Istotnos$¢ statyst. | 0 tydz |4 tydz | p val. |Istotno$é statyst.

PVP3.5] 227,56 | 337,78 | 0,05 + 227,56 | 384,00 0,004 +
PVP 10 | 328,89 | 391,11| 0,20 + 328,89 | 426,67| 0,009 +
PVP 25 | 257,78 | 405,33| 0,01 + 257,78 | 419,56 0,008 +
PVP 40 | 320,00| 348,44| 0,27 - 320,00 | 419,56| 0,040 +
PVP 55 | 176,89 | 187,56| 0,78 - 176,89 | 234,67| 0,076 -
C10 483,56 | 469,33 | 1,00 - 483,56 | 512,00 0,35 -
Cl11 355,56 | 337,78 | 0,20 - 355,56 | 362,67 0,883 -
C12 49,33 | 44,00| 0,37 - 49,33 | 66,67| 0,040 +
C13 54,22 56,89| 0,45 - 54,22 90,67| 0,088 -
Cl14 23,56| 22,22| 0,87 - 23,56| 21,33 0,784 -
C15 47,11| 57,78] 0,43 - 47,11] 177,78 0,001 +

Tabela 8. Poréwnanie §rednich wartosci MIC dla 6 szczepéw gronkowca zlocistego (S. MIC) wykonywane od
razu po zakonczeniu syntezy (0 tydz.), 2 i 4 tyg od zakonczenia syntezy (2 tydz i 4 tydz.). Istotna statystycznie
réznica w aktywnos$ci oznacza utrate aktywnosci przeciwgronkowcowej.

W trakcie badan wstepnych zaobserwowano, ze AgNPs oplaszczane estrami kwasu
bursztynowego sa wysoce aktywne nawet kilka miesiecy po zakonczeniu procesu
syntezy. Zbadano wiec aktywno$¢ poszczeg6lnych roztworow po 3 i 6 miesigcach. Na
poziomie istotnosci statystycznej 95% wykazano ze wszystkie AgNPsB utrzymuja swoja
aktywnos$¢ przeciwgronkowcowg przez 12 tyg. Po 24 tygodniach tylko roztwér B 16
okazat si¢ by¢ trwaty. Wyniki analizy statystycznej pokazano w tabeli 9.

Rodzaj

AgNPs | S.MIC | S.MIC Istotno$¢ | S.MIC | S.MIC Istotno$¢
0 tydz. 2 tydz. p val. statyst. 0 tydz. 4 tydz. p val. statyst.

B 10 42,67 48,9 0,4 - 42,7 88,9 0,004 +

B 12 25,78 26,7 0,9 - 25,8 39,1 0,02 +

B 14 12,44 11,3 0,4 - 12,4 20,4 0,01 +

B 16 16,89 17,8 0,8 - 16,9 21,8 0,07 -

Tabela 9. Poréwnanie §rednich wartosci MIC dla 6 szczepéw gronkowca zlocistego (S. MIC) wykonywane od
razu po zakonczeniu syntezy (0 tydz.), 12 i 24 tyg. od zakonczenia syntezy (12 tydz i 24 tydz.). Istotna
statystycznie réznica w aktywnosci oznacza utrate aktywnosci przeciwgronkowcowej.

Szczegotowe wyniki testow mikrobiologicznych z rozdzieleniem na poszczegodlne

szczepy S. aureus przedstawiono i omowiono w poszczegdlnych podrozdziatach.

4.2.2.1 Dzialanie przeciwgronkowcowe w czasie dla AgNPs oplaszczanych PVP
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Stabilno$¢ mikrobiologiczna dla roztworu PVP 40 byla najwigksza, gdyz przez
okres 4 tygodni dla wszystkich badanych szczepéw nie wykazano rdznic
w zastosowanych stezeniach badanego roztworu wigkszych niz jeden rzad wielkosci (tj.
512ppm 1 256ppm). W przypadku PVP 3,5 zmniejszenie sily dziatania zaobserwowano
dla 2 szczepow: 002W oraz 6538, odpowiednio o 4 1 5 rzgdow wielkosci wartosci MIC.
O trzy rzedy wielkosci zmniejszyta si¢ wartos¢ MIC dla PVP 25 (szczepy 25923 1 6538).
W przypadku PVP 10 dzialanie przeciwbakteryjne zmniejszyto si¢ wobec szczepu 6538,
a roznica wynosita trzy rzedy wielkosci. Optaszczenie AgNPs przez PVP o ci¢zarze 55
kDa miato najbardziej niekorzystny wplyw na utrzymanie sity dziatania
przeciwgronkowcowego gdyz dla 5 z 6 szczepow wykazano zwigkszenie MIC w czasie

4 tygodni trwania eksperymentu. Poszczegolne wartosci MIC przedstawiono w tabeli 10.

PVP 3,5
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Nazwa szczepu S. aureus

[tydzien]

001W 002W 006W 25923 12598 6538
512 64 512 64 128 32
Czas 512 64 512 64 512 512

512

512

512

128

Nazwa szczepu S. aureus

256

‘

512

Nazwa szczepu S. aureus

001W 002W 006W 25923 12598 6538

256 512 512 128 512 64

Czas 256 >512 512 128 512 512
[tydzien]

>512 512 512 256 512 256

Nazwa szczepu S. aureus

001W 002W 006W 25923 12598 6538

256 512 256 32 512 64

Czas 512 512 256 128 512 512
[tydzien]

256 512 >512 256 512 512

001W 002W 006W 25923 12598 6538

256 512 256 128 256 512

Czas 256 512 256 128 256 512
[tydzien]

>512

512

512

128

Nazwa szczepu S.aureus

512

‘

512

001W 002W 006W 25923 12598 6538
32 16 16 16 32 16
Czas
[tydzien] 256 256 256 16 256 64
256 256 256 16 256 64
MIC [ppm]

Tabela 10. Wartosci MIC dla kazdego rodzaju AgNPsPVP i dla poszczegdlnych szczepow S. aureus
wykonywane w odstepach dwutygodniowych.

4.2.2.2 Dzialanie przeciwgronkowcowe w czasie dla AgNPs oplaszczanych kwasami

karboksylowymi

Roztwory AgNPs optaszczanych kwasami karboksylowymi wykazywaty wigksza

niz optaszczane PVP trwatos¢ mikrobiogiczng gdyz dla dwoch rodzajow nanoczastek nie

odnotowano mikrobiologicznie istotnej utraty sily dziatania przeciwgronkowcowego

(C111 C14). W przypadku C 12, C13 zwigkszenie MIC odnotowano dla pojedynczych

szczepow, odpowiednio 6538 oraz 006W. Najmniej stabilny mikrobiologicznie okazat

si¢ by¢ roztwor C15, zwigkszenie MIC w czasie odnotowano dla 3 szczepow klinicznych
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1 jednego referencyjnego (001W, 002W, 006W 1 6538). Wyniki MIC dla AgNPs

optaszczanych kwasami karboksylowymi przedstawiono w tabeli 11.

Cl11
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
512 256 512 64 512 256
Czas
[tydzied] 2 512 128 512 128 512 256
4 256 256 512 128 512 512
C12
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
128 32 64 16 32 8
Czas
[tydzied] 128 32 64 16 32 16
4 128 32 128 16 32 64
C13
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
128 32 32 16 32 32
Czas
[tydzien] 128 32 32 32 64 64
128 32 256 32 64 32
C14
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
32 16 16 16 32 16
Czas
[tydzien] 2 16 16 16 32 16 32
32 16 32 16 16 16
C15
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
64 64 64 64 32 32
Czas
[tydzien] 2 32 64 64 64 32 128
4 256 256 256 64 32 128
MIC [ppm]

Tabela 11. Wartosci MIC dla AgNPs C dla poszczegdélnych szczepéw S. aureus wykonywane w odstepach
dwutygodniowych.

4.2.2.3 Dzialanie przeciwgronkowcowe w czasie dla AgNPs oplaszczanych estrami

kwasu bursztynowego
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Najwigksza trwatoscig z posrod wszystkich badanych rodzajow AgNPs wykazaty

te oplaszczane estrami kwasu bursztynowego. Testowano sil¢ dziatania
przeciwgronkowcowego tych roztwordw w czasie 6 miesiecy. W badanym okresie
odnotowano istotny spadek sily dziatania przeciwdrobnoustrojowego dla B10 wobec
szczepu 25923 1 12598. W przypadku pozostatych 3 roztworéw AgNPs nie wykazano
istotnych zmian. Wyniki MIC dla AgNPsB przedstawiono w tabeli 12. Warto zwrocic¢
jednak uwage, ze analiza statystyczna, wykazata tylko utrzymanie trwatosci roztworu
przez 3 tyg. Mozna to wytlumaczy¢ faktem, ze do testow statystycznych uzyto srednich
wartosci MIC (ujmujac wszystkie powtdrzenia), a nie jak w przypadku prezentowanych

ponizej danych wartosci MIC powtarzajacej si¢ przynajmniej dwukrotnie.

B 10
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
0 32 64 64 32 32 32
[ty(ffl?:ﬁ] 12 64 32 64 64 32 32
24 64 128 64 128 128 32
B 12
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
Cyas 0 16 16 32 16 32 32
[tydzien] 12 16 32 32 16 32 32
24 32 32 64 64 16 32
B 14
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
. 0 16 16 16 8 8 8
[tydzie] 12 16 16 16 8 8 8
24 16 16 32 16 16 16
B 16
Nazwa szczepu S.aureus
001W 002W 006W 25923 12598 6538
0 16 16 16 16 16 8
vdated] |12 16 16 16 16 16 16
24 16 32 16 32 16 32
MIC [ppm]

Tabela 12. Wartosci MIC dla AgNPs B i dla poszczegdlnych szczepow S. aureus wykonywane w odstepach
dwutygodniowych.
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4.3 Wplyw oczyszczania za pomoca dializy na aktywnos$¢

przeciwdrobnoustrojowa NPs

Oczyszczanie mieszaniny poreakcyjnej jest koniecznym procesem, zwigkszajacym
prawdopodobienstwo otrzymania obiektywnych wynikow testow fizykochemicznych
1 biologicznych. Dializa jest metoda szybka, nisko kosztowa i mozliwa do stosowania dla
duzych objetosci roztworéw. Do oceny czy oczyszczanie za pomocg dializy jest
skutecznym sposobem na usunigcie z roztworu innych czgsteczek majacych dziatanie
przeciwgronkowcowe uzyto tylko dwoéch grup roztworow AgNPs: AgNPsPVP
1 AgNPsC, jako ze te dwie grupy zwigzkow zsyntezowano w pierwszym etapie badan,
wtedy tez postanowiono sprawdzi¢ wplyw dializy na sile dziatania
przeciwgronkowcowego, zeby zapobiec =zafalszowaniu wynikow badan poprzez
zanieczyszczenia obecne w mieszaninie poreakcyjne;.

Sprawdzano wartosci MIC roztwordow AgNPs poddanych procesowi dializy
(AgNPsD) po syntezie oraz mieszaniny poreakcyjnej AgNPs (AgNPsND). Roéznice
w wartosciach MIC pokazano na wykresie 12. Im nizsza wartos¢ MIC tym silniej
bakteriostatycznie dziataja poszczegdlne roztwory AgNPs. Na niebiesko zaznaczono
istotna statystycznie r6znice w sile dziatania przeciwgronkowcowego, na pomaranczowo
brak roznic. W przypadku wszystkich rodzajow AgNPsPVP udowodniono z istotno$cia
na poziomie p<0.05, ze istnieje rdznica w sile dzialania pomi¢dzy AgNPs dializowanymi
i niedializowanymi. W przypadku roztworéw C12 i C15, nie wykazano takiej zaleznosci.
Warto zwréci¢ takze uwage, ze wigksza sitg dzialania przeciwgronkowcowego
charakteryzowaly si¢ roztwory nie oczyszczane, co swiadczy o tym, ze zanieczyszczenia
istniejgce w mieszaninie poreakcyjnej wykazuja dziatanie biologiczne.

Na podstawie przeprowadzonych testow wykazano, ze dializa jest skutecznym
sposobem oczyszczania nanoczastek z substancji mogacych mie¢ dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe. Szczegotowe dane dotyczace poszczegdlnych szczepow

przedstawiono w podrozdziatach.
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Wplyw dializy na sil¢ dzialania przeciwbakteryjnego
CI5D
C I5ND

Cl4D
C14ND

C13D
C13ND

Cl2D
C12ND

CIlD
C1IND

PVP 55D
PVP 55 ND

Rodzaj AgNPs

PVP 40D
PVP 40 ND

PVP25D
PVP 25 ND

PVP 10D
PVP 10 ND

PVP35D
PVP 3.5 ND

50 100 150 200 250 300 350 400
Srednia warto$¢ MIC dla 6 szczepdw S.aureus [ppm]

(=]

Wykres 12. Réznice w Srednich wartosciach MIC pomiedzy AgNPs oczyszczanymi i nieoczyszcanymi.

4.3.1 AgNPs oplaszczane PVP

W tabeli 13 zestawiono wartosci MIC dla AgNPs w formie oczyszczonej
1 nieoczyszczonej optaszczanych PVP. Réznice MIC o pigé rzedow wielko$ci wykazano
dla PVP 24 i szczepu 12598. Dla czterech prob stwierdzono réznice czterech rzedow
wielkosci (PVP 10 szczepy: 002W, 006W 1 12598 oraz dla PVP 25 szczep 002W). Trzy
rzedy wielkosci dla siedmiu prob (PVP 3,5 szczepy: 001W 1 006W, 25923; PVP 10
szczepy: 001W, 25923; PVP 40 szczepy: 002W, 6538). Dwa rzedy wielkosci dla
dziewigciu prob (PVP 25 szczepy: 001 W, 006W; PVP40 szczepy: 001W, 006W, 25923;
PVP55 szczepy: 001W, 006W, 12598). Jeden rzad wielkosci dla 6 préb (PVP 3,5
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szczepy: 12598, 6538; PVP 25 szczep 6538; PVP 55 szczepy: 002W, 25923, 6538). Nie
wykazano r6znic dla czterech prob (PVP 3,5 szczep 002W; PVP 10 szczep: 6538; PVP
25 szczep 25923; PVP 40 szczep: 12598).

Nazwa szczepu S.aureus

Rodzaj NPs 001W 002w 006W 25923 12598 6538
PVP3,5D 512 64 512 64 128 32
PVP 3,5ND 64 64 64 8 64 64
PVP 10D 256 512 512 128 512 64
PVP 10 ND 32 32 32 16 32 64
PVP 25D 256 512 256 32 512 64
PVP 25 ND 64 32 64 32 16 32
PVP 40D 256 512 256 128 256 512
PVP 40 ND 64 64 64 32 256 64
PVP 55D 256 256 256 16 256 64
PVP 55 ND 64 128 64 8 64 128

Tabela 13. Réznice w wartosciach MIC dla poszczegdlnych rodzajéow AgNPs PVP w formie dializowanej
i niedializowanej

4.3.2 AgNPs oplaszczane kwasami karboksylowymi

W tabeli 14 Przedstawiono wartosci MIC dla AgNPs optaszczanych kwasami
karboksylowymi w formie oczyszczanej i1 nieoczyszczonej. W przypadku AgNPs
optaszczanych kwasami karboksylowymi najwigksze réznice w wartosciach MIC
wynoszace pie¢ rzedow wielkosci odnotowano dla 2 préb (C11 szczepy: 12598 1 6538).
Réznica czterech rzedow wielkosci wystapita w 1 przypadku (C11 i szczep 006W).
Roéznice trzech rzedow wielkosci stwierdzono dla 5 prob (C11 szczepy: 001W 1 002W;
C13 001W, 2593, 6538). Wartosci MIC rdéznity si¢ o dwa rzedy wielkosci dla 6 prob (C13
szczepy: 002W, 006W, 12598; C14 szczep 25923; C15 szczepy: 002W 125923). Roznice
nieistotne stwierdzono dla 15 préb, jeden rzad wielkosci dla 7 prob (C11 szczep 25923;
C12 szczepy: 001W, 12598, 6538; C14 szczepy: 12598 1 6538; C15 szczep 12598), a -u
roznic - 8 prob (C12 szczepy: 002W, 006W, 25923; C14 szczepy: 001W, 002W; C15
szczepy: 001W, 006W, 6538) .

46



Nazwa szczepu S.aureus
Rodzaj NPs | 001W 002W 006W 25923 12598 6538
C10D 512 512 512 256 512 512
C10 ND >512 >512 >512 256 >512 >512
C11D 512 256 512 64 512 256
C11 ND 64 32 32 32 16 8
C12D 128 32 64 16 32 8
C12 ND 64 32 64 16 16 4
C13D 128 32 32 16 32 32
C13 ND 16 8 8 2 8 4
C14D 32 16 16 16 32 16
C14 ND 32 16 8 4 16 8
C15D 64 64 64 64 32 32
C15 ND 64 16 64 16 64 32

Tabela 14. Réznice w wartosciach MIC dla poszczegolnych rodzajow AgNPs C w formie dializowanej
i niedializowanej.
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4.4 Badania nad wplywem substancji oplaszczajacej

na morfologie i dzialanie przeciwgronkowcowe AgNPs.

Przeprowadzono testy mikrobiologiczne oraz seri¢ analiz fizykochemicznych dla
poszczegblnych roztworéw AgNPs. Po raz pierwszy przeprowadzono systematyczne
badania pokazujace wplyw stopniowego wydluzania tancucha karboksylowego
w czasteczce stabilizatora na wyglad otrzymywanych AgNPs oraz ich dziatanie

biologiczne.

4.4.1 Ocena dzialania przeciwgronkowcowego AgNPs w zaleznosci

od rodzaju stabilizatora

Do wykonania testow wrazliwosci S. aureus wobec AgNPs uzyto szesciu
szczepodw, ktore w pierwsze] kolejnosci scharakteryzowano pod katem wrazliwosci
na antybiotyki, jako ze s3 to substancje szeroko stosowane w medycynie 1 shuzg
do wykonania charakterystyki fenotypowej szczepéw. W kolejnym etapie wykonano
oznaczenia MIC dla AgNOs, ktory jest preparatem srebra uzywanym w codziennej
praktyce lekarskiej w stezeniach od 1% (zabieg Crede’go) do nawet 40% (roztwor
kauteryzujacy tkanki). Do testow uzyto stezen takich samych jak stosowano wobec
roztworéw AgNPs czyli od 0.001 do 0.1% (0,1% - 100 pg/ml — 100ppm). Ostatnim
etapem badan mikrobiologicznych byto okreslenie MIC dla poszczegdlnych roztworow

nanoczastek.

4.4.1.1 Charakterystyka badanych szczepow pod katem wrazliwosci na
konwencjonalne antybiotyki
Opornos¢ na konwencjonalne antybiotyki wérdd badanych szczepdéw byta zblizona.
Szczepy 001W, 006W oraz 25923 byly oporne na ciprofloksacyng. Szczep kliniczny
001W wykazywat ponadto opornos¢ na linezolid, 002W na wankomycyne, a szczep
006W na kwas fusydowy. Wsrdd szczepow referencyjnych tylko 12598 wykazywat

dodatkowo opornos$¢ na erytromycyne. Wyniki przedstawiono w tabeli 15.
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MIC dla konwencjonalnych antybiotyjow [ppm]
Szczepy S. aureus Norma
Badana EUCAST*
. 001W 002W 006W 25923 12598 6538
substancja

Wankomycyna 2 8 2 2 1 1 >2
Erytromycyna <1 <1 <1 <1 8 <1 >2
Ampicylina 8 256 2 256 16 8 o
Ciprofloksacyna 8 0.5 64 4 1 1 >1
Mupirocyna <1 <1 64 <1 <1 <1 >256
Kwas fusydowy <1 <1 4 <1 <1 <1 >1
Linezolid >512 <1 <1 <1 <1 <1 >4
Rifampicyna <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 >0,5
* Warto$¢ MIC powyzej ktorej drobnoustrdj uwazany jest za oporny na badany antybiotyk 2°
Na szaro zaznaczono opornos$¢ na antybiotyk
** EUCAST nie podaje interpretacji wyniku

Tabela 15. Oporno$¢ badanych szczepow S. aureus na konwencjonalne antybiotyki.

4.4.1.2 Charakterystyka badanych szczepow pod katem wrazliwosci na AgNOs

Wrazliwo$¢ drobnoustrojow na AgNOs byla niewielka. MIC dla wigkszo$ci
szczepow wynosity 512 ppm. Tylko dla dwoéch szczepdéw (006W oraz 6538) wynosity
256 ppm. Wyniki przedstawiono w tabeli 16.

Szczep S.aureus
Badana substancja 001W 002W 006W 25923 12898 6538

AgNO3 512 512 256 512 512 256
Tabela 16. Wyniki MIC dla AgNO3.

4.4.1.3 Wplyw substancji oplaszczjacej na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg
NPs

Po raz pierwszy przeprowadzono systematyczne testy mikrobiologiczne nad
wplywem stabilizatora na dziatanie biologiczne AgNPs. Przeprowadzone  testy
wykazaty, ze rodzaj substancji optaszczajacej wplywa na silg dziatania
przeciwdrobnoustrojowego. Ponizej (wykres 13) przedstawiono wyniki poréwnania sity
dziatania przeciwdrobnoustrojowego AgNPs odniesione do sity dziatania azotanu srebra,
jako substancji referencyjnej. Tylko wobec C11 oraz PVP 10 nie wykazano istotnej
statystycznie r6éznicy w dziataniu pomigedzy AgNPs 1 AgNOs3 w tych samych stezeniach.

Roztwory AgNPs oplaszczane kwasami karboksylowymi o liczbie wegli >11
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i optaszczane estrami kwasu bursztynowego dziataja kilkadziesiat razy silniej niz

AgNO:s.

Porownanie sity dzialania AgNPs do AgNO3
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Wykres 13. Poréwnanie sily dzialania przeciwgronkowcowego azotanu srebra i poszczegélnych rodzajow
nanoczastek wraz z uwzglednieniem istotnej statystycznie réznicy w sile dzialania zaznaczonej na kolor
niebieski.

Ponizej przedstawiono szczegoétowo wyniki dla kazdego rodzaju badanych AgNPs oraz

statystyczne pordwnanie aktywnos$ci poszczegdlnych AgNPs pomiedzy soba.

AgNPs oplaszczane PVP

Na wykresie 14 przedstawiono wartosci MIC wobec 5 rodzajow AgNPsPVP dla
6 szczepow S. aureus. AgNPsPVP charakteryzowaly si¢ slabym dzialaniem
przeciwgronkowcowym, gdyz dla wigkszosci roztworéw MIC wynosity > 64ppm.
Najmniejszg odnotowang warto$cig MIC odnotowang dla 30 préb byto 16 ppm (tylko
1 szczep). Najsilniejsze dziatanie biologiczne wykazywat roztwor PVP 3,5 (dla
3 szczepow MIC < 64 ppm). Najstabsze dziatanie bakteriostatyczne wobec S. aureus

wykazywal roztwor PVP 40, gdyz dla wszystkich szczepéw MIC > 128ppm.
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Dziatanie przeciwbakteryjne AgNPsPVP
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Wykres 14 Warto$ci MIC mierzone na szeSciu szczepach S. aureus dla kazdego rodzaju AgNPsPVP.

AgNPs oplaszczane kwasami karboksylowymi

Wykres 15 przedstawia wartosci MIC dla AgNPsC. Na podstawie poréwnania
wykresow 14 i 15 mozna zauwazy¢, ze kwas AgNPs optaszczane kwasami
karboksylowymi wykazuja silniejsze dziatanie przeciwgronkowcowe niz te oplaszczane
PVP. Najstabsze dzialanie wobec szczepow S. aureus wykazuja roztwory C10 1 C11.
Wartosci MIC dla wigkszos$ci szczepdw (oprocz jednego) wynosza > 256 ppm. Jednakze
zwigkszenie dlugosci tancucha o jeden wegiel powoduje znaczne zwieszenie wtasciwosci
bakteriostatycznych AgNPs. Dla C12 warto$ci MIC < 32 ppm wykazano wobec 4 z 6
badanych szczepdéw. Zwiekszenie dtugosci tancucha o kolejny wegiel nie wplyngto na
istotnie na wartosci MIC (MIC <32 ppm stwierdzono dla 5 z 6 szczepéw). Najsilniejsze
dziatanie przeciwgronkowcowe wykazywat roztwor C14, gdyz MIC wynoszace 16 ppm
stwierdzono dla 4 szczepdw, a dla pozostatych 2 szczepéw MIC wynosity po 32 ppm.
Spadek aktywnos$ci przeciwgronkowcowej odnotowano dla C15 (dla 4 szczepéw MIC
wynosily 64 ppm, a dla 2 szczepéw - 32 ppm. Jak wczesniej wykazano 16C AgNPs
tworza mieszaning zelowa 1 uniemozliwiajaca dalsze analizy.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna AgNPsC zalezy od dlugosci tancucha weglowego.
W przypadku tego rodzaju AgNPs aktywnos¢ przeciwgronkowcowa mozna modulowad

poprzez zmiang liczby wegli w tancuchu karboksylowym.
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Dziatanie przeciwbakteryjne AgNPsC
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Wykres 15 Warto$ci MIC mierzone na szeSciu szczepach S. aureus dla kazdego rodzaju AgNPsC.

AgNPs oplaszczane estrami kwasu bursztynowego

Na wykresie 16 przedstawiono wartosci MIC wobec 4 rodzajow AgNPsB dla 6
szczepOw S. aureus. Ten rodzaj AgNPs charakteryzowal najsilniejsze dzialanie
przeciwgronkowcowe sposrod wszystkich badanych AgNPs. tj. AgNPsPVP i AgNPsC.
Amplituda wartosci MIC dla czterech rodzajow AgNPs wynosita 3 rzedy wielkosci ( od
8 ppm do 64 ppm). Najstabiej wobec szczepdw S. aureus dziatat roztwor B10, jako ze
warto$ci MIC wobec czterech szczepéw wynosity 32 ppm, a wobec pozostatych dwoch
64 ppm. Najsilniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wykazywat roztwor B 14 (MIC
16 ppm - 3 szczepy i1 MIC 8 ppm — 3 szczepy). Roztwory B12 i B14 charakteryzowata
podobna sita dziatania przeciwgronkowcowego wynoszaca dla wigkszosci szczepow

16 ppm.
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Dziatanie przeciwbakteryjne AgNPsB
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Wykres 16 Warto$ci MIC mierzone na szeSciu szczepach S. aureus dla kazdego rodzaju AgNPsB.

Pordownanie poszczegélnych rodzajow AgNPs pomiedzy soba

Przeprowadzono testy statystyczne poréwnujace site dziatania
przeciwgronkowcowego AgNPs pomigdzy soba. Stupki pokazuja srednie MIC dla danej
grupy AgNPs. Na niebiesko zaznaczono te rodzaje AgNPs w stosunku do ktérych
porownywany rodzaj wykazywal istotno$¢ statystyczng. Zielona linia reprezentuje
srednie MIC dla grupy referencyjnej, czyli tego rodzaju AgNPs z ktérym poréwnywane
byly poszczegdlne grupy (rodzaj AgNPs umieszczony w tytule sub-wykresu). Dla
przyktadu, w pierwszym wykresie badamy czy sita dziatania AgNPsPVP 3,5 r6zni si¢ od
pozostatych AgNPs z grupy PVP, C i B. Linia reprezentuje sredni MIC dla PVP 3,5.
Stabsze dziatanie niz PVP 3,5 wykazuja C11, PVP 10, PVP 251 PVP 40, przy czym tyko
C11 1 PVP 40 dzialajg istotnie statystycznie stabiej.

Analizujac wykres 17 mozna wigc stwierdzi¢, ze wszystkie rodzaje AgNPsPVP
wykazujg stabsze dzialanie przeciwgronkowcowe niz AgNPsC 1 AgNPsB. Pozatym PVP
3,5 dzialaja istotnie statystycznie slabiej niz PVP 40; PVP 10 wykazuja istotnie
statystycznie stabsze dziatanie niz PVP 55; PVP 40 dzialajg istotnie statystycznie stabiej
niz PVP 3,5 i PVP 55. Nie wykazano r6znic w dziataniu PVP 25 w poréwnaniu do
pozostatych rodzajow AgNPs. PVP 55 okazaly si¢ wykazywac¢ najsilniejsze dziatanie
przeciwgronkowcowe z calej grupy i w poréwnaniu do PVP 10 i PVP 40 wykazano

istotnie statystycznie wigksza site.
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Wykres 17. Poréwnanie sily dzialania przeciwgronkowcowego grupy AgNPs PVP pomiedzy soba i pozostalymi
rodzajami AgNPs. Analiza statystyczna wykonana testem U-Manna Whitneya z istotno$cia na poziomie p>0.05.
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Grupa AgNPsC w przeciwienstwie do AgNPsPVP wykazuje si¢ wicksza
skuteczno$cia wobec szczepow S.aureus. Tylko Cll1dzialaja na poziomie AgNPsPVP
1 az w przypadku trzech rodzajéw PVP nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w sile
dziatania (PVP10, PVP25, PVP40). Natomiast wszystkie rodzaje AgNPsC z wyjatkiem
C14 dziatajg stabiej niz grupa AgNPsB.

AgNPsC charakteryzuje rowniez duza zmienno$¢ wewnatrzgrupowa. C11 dziata
istotnie statystycznie stabiej od pozostatych AgNPsC. Poroéwnanie sity C12 z C13, C14
1C15 nie wykazalo istotnych statystycznie roznic. C 13 dziata istotnie silniej
przeciwgronkowcowo niz C11, natomiast stabiej niz C14. C14 jest najskuteczniejszg
substancja przeciwbakteryjng w catej grupie, a sita dziatania C15 jest na poziomie C13.
Wyniki analizy statystycznej potwierdzity, ze zmiana ilosci wegli w tancuchu
karboksylowym istotnie wptywa na sile dzialania przeciwgronkowcowego. Powyzsze
wyniki ilustruje wykres 18.

Najsilniej dziatajaca przeciwgronkowcowo grupa okazaty si¢ by¢ AgNPsB.
Srednie wartosci MIC wobec kazdej z substancji nie byly wieksze niz 42 ppm.

W przypadku tego rodzaju AgNPs réwniez wystgpowaly duze roznice
wewnatrzgrupowe. W miar¢ zwigkszania ilosci wegli w tancuchu alkoholu sita dziatania
zwigkszata si¢ 1 tak: B10 wykazywaly sig¢ istotnie statystycznie najstabszg silg dziatania
(sredni MIC 42ppm), a B16 dzialaly najsilniej (Sredni MIC 16,9 ppm). Wyniki

przedstawia wykres 19.

55



C11

500
% 400 |
p 300
£ 200
& 100
0 « - .
B10 Bi12 Cl4 15
:f’» .5 ~§’~ £~ if’v
C12
500
% 400
3 300 .
g | -
B10 Bi12 Cll Cl3 C‘l4 C‘15 Q
cé‘ 5‘ é‘f‘ q:f‘ 5‘
C13
500
% 400
2 300
% 200
& 100 ¢
0 - :
B10 Bi1z2 Cl4
a q
é“* ¢ @“ «5‘ &
C14
500
% 400 |
% 300
% 200
& 100
0 O . , . : : : . . . .
B10 Bi1z2 Bl4 Bls Cl11 c1z Ci13 C15 _\(}. .{? ,\;’_‘J ?;9 ha-,
g & & & 8
C15
500
400
3300‘
anll
& 100 -
Bl10 Bi12 Bl4 Blo Cl11 C12 C13 Cl4 > o) ) “

Wykres 18. Poréwnanie sily dzialania przeciwgronkowcowego grupy AgNPs C pomiedzy soba i pozostalymi
rodzajami AgNPs. Analiza statystyczna wykonana testem U-Manna Whitneya z istotno$cia na poziomie p>0.05.

56



B10

Cl4 5

TELSES

500
400

300
200 ¢
100 -
0 ,— —
Cl]

B12 Bl4

Srednie MIC

C12

B12

500

400 |

300

200 ¢

100 -

(e —————
B10 BIl4 c11 C12 Cl14

Srednie MIC

A‘*.ﬁﬁﬁﬁ

B14

500
400
300
200
100 -
0 —

Srednie MIC

B10 B12 cl1 cCi12 C14

A"v.ﬁQﬁ.‘S.ﬁ

B16
500 °

400 °

Enl

200 - .
100 A —— S - =

B10 Bi12 Bl4 C11 Cl12 Cl13 Cl4 C15 ) ) he. o)

S H xR &
S&ELE

Srednie MIC

Wykres 19. Porownanie sily dzialania przeciwgronkowcowego grupy AgNPs B pomiedzy soba i pozostalymi
rodzajami AgNPs. Analiza statystyczna wykonana testem U-Manna Whitneya z istotnoscia na poziomie
p>0.05.

4.4.2 Badania fizykochemiczne

Badania fizykochemiczne przeprowadzono tylko dla AgNPs charakteryzujacych

si¢ najwigksza sitg dziatania przeciwgronkowcowego tj. AgNPsC i AgNPsB, z uwagi na
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wysoki koszt ponizszych badan. Wyniki badan pozwolity na okreslenie morfologii

AgNPs ze szczegdlnym uwzglednieniem budowy powierzchni NPs.

4.4.2.1 Spektroskopia IR

Wykonano serie pomiarow spektroskopowych w $wietle podczerwonym. Pomiary
nie byly mozliwe do wykonania dla NPs Cl1 1 optaszczajacego ja kwasu
karboksylowego. Po oplaszczeniu AgNPs kwasem dwunastowegglowym w strukturze C12
pojawily si¢ dimery kwasow karboksylowych. W przypadku C13, C14 i C15 w strukturze
stabilizatora pojawito si¢ wigzanie nienasycone oraz cz¢s¢ kwasoéw oplaszczajacych
AgNPs utworzyto dimery. Warto zwrdci¢ uwage iz stabilizator nie ulegt przemianom
w procesie syntezy AgNPs oplaszczanych estrami kwasu bursztynowego B10, B12, B14
i B16. Poszczegdlne widma IR oraz odczytane ztabeli chemicznych informacje

o znaczeniu drgan przedstawiono w tabeli 17. Sposob analizy krzywych opisano

w podrozdziale 3.2 .4.

Spektrum IR dla stabilizatora Spektrum IR dla AgNPs oplaszczonej

stabilizatorem

C11
C12

Pomiar niemozliwy do wykonania Pomiar niemozliwy do wykonania

1CHO PAN Pracownia Spektroskoph Optycane)

Czesto$¢ | Przyporzadkowanie drgan
1700 Kwas karboksylowy C=0 Czesto$¢ | Przyporzadkowanie drgan
2671 Symetryczne walencyjne 1405 Sygnat dla dimerow
CH2 (nasycone kwasoéw karboksylowych
weglowodory) 1725 Kwas karboksylowy C=0
2850 Symetryczne walencyjne 2919 Kwas karboksylowy C=0
CH2 (nasycone
weglowodory)
2919 Kwas karboksylowy C=0
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C13

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan
1693 Kwas karboksylowy C=0
2850 Symetryczne walencyjne

CH2 (nasycone
weglowodory)

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

712 Sygnat od drgan wahadtowych
CH2 —(CH2)n- dla n wigkszego
od 4

1415 Sygnat dla dimerow kwasow
karboksylowych

1711 C=0 kwas karboksylowy

2854 Asymetryczne CH3
weglowodordw nasyconych

2925 Asymetryczne CH3
weglowodoréw nasyconych

C14

1ChO PAN Pracownia Spekirestoni Optycmel

JASCO FTAR 6200

Czesto$¢ | Przyporzadkowanie drgan Czesto$¢ | Przyporzadkowanie drgan
1698 Kwas karboksylowy C=0 1394 sygnat dla dimeréw kwasow
2849 Symetryczne walencyjne karboksylowych
CH2 (nasycone 1703 C=0 kwas karboksylowy
weglowodory) 2850 Symetryczne walencyjne CH2
(nasycone weglowodory)
2920 asymetryczne CH3
weglowodoréw nasyconych
2957 asymetryczne CH3
weglowodordw nasyconych
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C15

JASCO FIIR 4200

3 3

T

i
#

iy

s S Ot
et

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1703 Kwas karboksylowy C=0 Czesto$¢ | Przyporzadkowanie drgan

2851 Symetryczne walencyjne 1415 sygnat dla dimerow kwasow
CH2 (nasycone karboksylowych
weglowodory) 1712 C=0 kwas karboksylowy

2917 asymetryczne CH3 2849 asymetryczne CH3
weglowodordw nasyconych weglowodordw nasyconych

2953 asymetryczne CH3 2914 asymetryczne CH3
weglowodordéw nasyconych weglowodordw nasyconych

2959 asymetryczne CH3

weglowodoréw nasyconych

B10

JASCO FT/R$200

100 e e

JASCO FTAR-£200

’ ‘
|
|
|
!
2
i
i
!
i

IChO PAN Pracownla Spektraskopil Dptyczne]

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1188 C-0 estry

1732 Kwas karboksylowy C=0

2854 Symetryczne walencyjne
CH2 (nasycone
weglowodory)

2923 asymetryczne CH3
weglowodorow nasyconych

2956 asymetryczne CH3

weglowodoréow nasyconych

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1168 C-0 estry

1362 sygnat dla dimeréw kwasow
karboksylowych

1409 sygnal dla dimerow kwasow
karboksylowych

1740 C=0 estry

2856 Symetryczne walencyjne CH2
(nasycone weglowodory)

2928 asymetryczne CH3

weglowodoréw nasyconych
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B12

|ChO PAN Pracowinia Spektroskopil Optyczne]

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1689 Kwas karboksylowy C=0 Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1710 Kwas karboksylowy C=0 1738 C=0 estry

1726 C=0 estry 2854 Symetryczne walencyjne

2851 Symetryczne walencyjne CH2 (nasycone
CH2 (nasycone weglowodory)
weglowodory) 2925 asymetryczne CH3

2919 asymetryczne CH3 weglowodoréw nasyconych
weglowodordéw nasyconych

2957 asymetryczne CH3
weglowodorow nasyconych

T e

o
Company

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1691 Kwas karboksylowy C=0

1726 estry C=0

2851 Symetryczne walencyjne
CH2 (nasycone
weglowodory)

2018 asymetryczne CH3
weglowodoréow nasyconych

2957 asymetryczne CH3

weglowodordw nasyconych

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1701 Kwas karboksylowy C=0

1740 Estry C=0

2850 Symetryczne walencyjne
CH2 (nasycone
weglowodory)

2918 asymetryczne CH3

weglowodoréw nasyconych
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B16

— e

200 . ) =3 o

JASCO FTAR£200

oo iy
|

IChO PAN Pracawnis Spektroskopii Optyczne]

2509 Lo o o

)

71400207 o,

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1184 C-0 estry

1699 C=0 kwasy karboksylowe

2853 Symetryczne walencyjne
CH2 (nasycone
weglowodory)

2924 asymetryczne CH3
weglowodoréw nasyconych

2958 asymetryczne CH3

weglowodoréw nasyconych

Czestos¢ | Przyporzadkowanie drgan

1176 C-0 estry

1697 C=0 kwasy karboksylowe

1724 C=0 estry

2851 Symetryczne walencyjne
CH2 (nasycone
weglowodory)

2918 asymetryczne CH3
weglowodoréw nasyconych

2955 asymetryczne CH3

weglowodoréow nasyconych

Tabela 17. Krzywe spektroskopowe dla poszczegélnych substancji chemicznych wykorzystanych jako czynniki
oplaszczajace oraz krzywe wykonane po zakonczeniu syntezy AgNPs.

62




4.4.2.2 Analiza elementarna

Wyniki analizy elementarnej pozwalaja szacowac o gestosci optaszczenia AgNPs
stabilizatorem. Wigkszo$¢ masy C11 (ponad 83%) stanowi popiot, czyli srebro, ktdre nie
ulegto procesowi spalenia i nie stworzylo tlenkéw, ktére sg substratem do analizy
w analizatorze elementarnym. Pozostata czes¢ masy C11 przypada wiec na stabilizator,
jako ze kwas karboksylowy sktada si¢ z wegla wodoru i tlenu, a obecnos¢ tych
pierwiastkow jest mozliwa do analizy w analizatorze jako$ciowym, to na podstawie masy
pierwiastkéw oraz znajomos$ci budowy czastki stabilizatora mozliwe jest obliczenie
stosunkow molowych pomiedzy pierwiastkami. Dla C 11 stosunek molowy atoméw
wegla do atomow wodoru wynosit 3/2, co oznacza, ze w tancuchu karboksylowym
pojawily si¢ podwdjne wigzania pomigdzy atomami wegla. Stosunek molowy pomigdzy
atomami srebra i wegla dla C11 wynosit 11/1, oznacza to Ze na jeden atom wegla
przypada az 11 atomow srebra. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze na powierzchni
C11 znajduje si¢ niewiele czasteczek kwasoéw karboksylowych 1 gesto$¢ optaszczenia jest
niewielka. Podobnie niewielkg gesto$cig oplaszczenia, a takze obecno$cig wigzan
nienasyconych w fancuchu karboksylowym charakteryzuje si¢ rowniez C15, gdyz
stosunek atomow wegla do srebra jest 1/105, a atoméw wegla do wodoru wynosi 6/1.
Odmiennie przedstawiajg si¢ wyniki analizy dla C13 1 C14 oraz dla B10, B12, B14 i1 B16.
Nanoczastki te wykazuja duzy stopien gestosci stabilizatora na swojej powierzchni, gdyz
stosunki atoméw wegla do srebra w tych AgNPs sg bliskie jednosci dla C13 1 C14,
arowne 1 dla wszystkich AgNPsB bursztynowego. Dla powyzszych AgNPs nie
stwierdzono réwniez obecno$ci wigzan nienasyconych w czasteczkach stabilizatora.
Analiza elementarna wykazata obecnos¢ atomow azotu w strukturze niektérych AgNPs,
szczegoblnie tych w ktorych gestos¢ optaszczenia jest najwicksza tj: C14, B10, B12, B16.
By¢ moze, ze atomy azotu stanowigce wigkszg czes$¢ sktadu powietrza zostaty uwiezione
pomiedzy tancuchami kwasu karboksylowego, jednak jest to tylko hipoteza.
Szczegotowe wyniki analizy elementarnej dla AgNPsC przedstawiono w tabeli 18, a dla
AgNPsB w tabeli 19. Uwzgledniono masy molowe badanych substancji chemicznych
1 w oparciu o warto$ci procentowe uzyskane w wyniku spalenia poszczegolnych AgNPs
obliczono stosunki molowe dla poszczegdlnych AgNPs. Wyniki przedstawiono

w tabelach 201 21.
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Procentowa Procentowa
. Procentowa Procentowa Procentowa . .
Rodzaj o Lz . x zawartos¢ zawartosc
zawartosc zawartos¢ zawartosc .
AgNPs popiotu tlenu
wegla wodoru azotu (srebro)
C11 10,46 0,52 0 83,05 5,97
C12 - - - - 100
C13 23,675 3,17 0 66,68 6,575
Cl14 57,545 9,665 1,5 19,79 11,455
C15 38,905 6,15 0,165 47,80 7,115
Tabela 18. Wyniki analizy elementarnej dla AgNPsC.
Procentowa Procentowa
. Procentowa Procentowa Procentowa . o
Rodzaj ‘7 rx e zawartos¢ zawartos¢
zawartos¢ zawartos¢ zawartos¢ .
AgNPs popiotu tlenu
wegla wodoru azotu (srebro)
B10 23,33 2,67 0 - 73,99
B12 48,86 6,115 0,12 29,13 15,775
B14 54,09 8,285 0 20,375 17,25
B16 52,41 8,3 0,165 22,75 16,375
Tabela 19. Wyniki analizy elementarnej dla AgNPsB.
C11 C12 C13 Cl14 C15
Stosunek molowy atoméw 372 - 172 172 6/1
wegla do atoméw wodoru
Stosunek molowy atomoéw 11/1 - 4/1 172 105/1
srebra do czasteczki kwasu
karboksylowego
Tabela 20. Wyniki obliczen stosunkéw molowych skladnikow AgNPsC.
B10 B12 B14 B16
Stosunek molowy atoméw wegla do 2/3 2/3 12 12
atomow wodoru
Stosunek molowy atoméw srebra 1/1 1/1 1/1 1/1
do czgsteczki kwasu
karboksylowego

Tabela 21. Wyniki obliczen stosunkéw molowych skladnikow AgNPsB.

4.4.2.3 Podsumowanie wynikow analiz fizykochemicznych

Przeprowadzone analizy pozwolity na poznanie
wytworzonych NPs. Na podstawie wynikow badan spektroskopii UV-vis 1 DLS
stwierdzono, 1z §redni rozmiar dla AgNPsC wynosi ok. 50nm. W trakcie syntezy AgNPsC
doszto do modyfikacji w zakresie budowy stabilizatora: pojawity si¢ dimery kwaséw
karboksylowych oraz w niektorych czasteczkach pojawilo si¢ wigzanie nienasycone, przy
czym warto nadmieni¢, iz uzyte stabilizatory nie ulegly procesom utleniania i redukcji
1 zachowaly wigzania karboksylowe. Wyniki analizy elementarnej dostarczyty informacji
0 zageszczeniu stabilizatora na powierzchni AgNPs. Dla AgNPsC gesto$¢ oplaszczenia

stabilizatorem r6zni si¢ w zalezno$ci od rodzaju czynnika optaszczajacego. Zageszczenie
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stopniowo zwigksza si¢ od C11 osiggajac maksimum dla C14, w przypadku C15 jest
porownywalne do C11. W przypadku AgNPsB stopien zageszczenia byl rownie wysoki
dla poszczegbdlnych rodzajow stabilizatora. W przypadku AgNPs o wysokim
zageszezeniu stabilizatora pomiedzy czasteczkami substancji oplaszczjacej stwierdzono
obecno$¢ atomoé6w azotu (C14, B12 1 B16). Na podstawie otrzymanych wynikéw

skonstruowano modele dla badanych AgNPs. Wyniki przedstawiono w tabeli 22.

Nazwa AgNPs | Model AgNPs

Cl11
C12 Zbyt mato danych na stworzenie modelu
C13
C14
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C15

B10

B12

B14
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B16

Zat: rozmiar AgNPs=constans

legenda: biate kulki — azot, szare kulki — srebro, tancuchy — kwasy karboksylowe

Tabela 22. Modele AgNPs utworzone w oparciu o analizy fizykochemiczne.
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4.5 Ocena cytotoksycznosci AgNPs

Testy cytotoksyczno$ci wobec komorek ludzkich stanowig wstep do badan nad
zastosowaniem substancji chemicznych w praktyce. AgNPs oplaszczone estrami kwasu
bursztynowego 1 alkoholi dlugotancuchowych wykazuja  najwigksza stabilnos$¢
kinetyczng i mikrobiologiczng, a takze charakteryzuja si¢ najsilniejszym dziataniem
bakteriostatycznym wobec szczepow S. aureus. Stanowig one najbardziej interesujaca
grupe AgNPs potencjalnych miejscowych substancji bakteriobojczych. W kolejnym
etapie badan postanowiono zweryfikowaé toksycznos¢ tych AgNPs wobec ludzkich
keratynocytow. Badania wykonano na linii HaCat dla AgNPsB. Najwieksza
cytotoksycznos$cig charakteryzuje si¢ AgNPs B16, gdyz 50% komorek umarto po
zastosowaniu roztworu AgNPs w stezeniu 6,3 ppm. Jest to ste¢zenie prawie dwukrotnie
nizsze niz $rednia wartos¢ MIC wobec szczepow S. aureus wynoszaca 16,89. Stezenia
cytotoksyczne wobec keratynocytéow dla B10 (MIC=42,67), B12 (MIC=25,78) i B14
(12,44) okazaty si¢ wyzsze niz wartosci MIC dla poszczeg6lnych roztwordw, co sprawia
ze tylko te trzy rodzaje AgNPs moga stanowi¢ obiekt do dalszych badan nad

wprowadzeniem NPs do lecznictwa.

Wartos¢ IC50 dla komérek HaCaT sprawdzana wobec AgNPsB

[y}
=]
=3
(=)

>

Stezenie AgNPs [pp

—_
S
=3
S

>

B10 B12 B14 Bl6
Rodzaj AgNPs

0,00

Wykres 20. Cytotoksyczno$é¢ AgNPsB wobec linii komercyjnej ludzkich keratynocytéw.
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5. Omowienie i dyskusja

W ostatnim dziesigcioleciu zainteresowanie tematem AgNPs wzrosto. Swiadczy
o tym rosngca z roku na rok ilo§¢ publikacji naukowych poswieconych zagadnieniu
nanotechnologii. Liczba wynikoéw wyszukiwania hasta silver nanoparticles”
w wyszukiwarce PUB MED w 2008r wynosita 388, co rok zwigkszata si¢, a w 2018r.
wynosita juz 1971. Wobec wzrastajacej opornosci szczepow bakteryjnych na antybiotyki
i substancji bakteriobdjcze wlasciwosci przeciwbakteryjne AgNPs sg intensywnie badane
pod katem mozliwosci zastosowania ich w przemysle oraz w medycynie. Na rynku
polskim znajduja si¢ juz opatrunki zawierajgce srebro nanokrystaliczne, roztwory
przeznaczone do pielggnacji podraznionej skory, krem i spray zawierajace kompleks
nanosrebra i nanotytanu. Preparaty zawierajace AgNPs s3 dedykowane gtownie do
stosowania na skore i btony §luzowe.

Istnieje szereg prac pogladowych dotyczacych stosowania AgNPs na rany
przewlekte, w ktorych wskazuje si¢ AgNPs jako doskonaly alternatywe dla obecnie
stosowanych produktéw dedykowanych do leczenia owrzodzen 7. Na podstawie tych
prac pogladowych postanowiono sobie za cel znalezienie wysoce skutecznych AgNPs
wobec szczepéw S. aureus izolowanych zran przewlektych i w kolejnym etapie
stworzenie opatrunkow przeciwbakteryjnych zawierajacych AgNPs. Aby osiagnac¢ cel
postanowiono na podstawie danych literaturowych dokonac¢ syntezy AgNPs. Wielokrotne
proby syntezy AgNPs nie pozwolity na uzyskanie produktu o wystarczajacej trwatosci,
aby przeprowadzi¢ trwajace trzy dni badania mikrobiologiczne. Zastanawiajacy byt fakt,
1z autorzy niektorych publikacji pomimo uzyskania niestabilnych AgNPs wykonywali
dalsze badania biologiczne i na ich podstawie wyciagali wnioski naukowe.

Postanowiono wiec przeprowadzi¢ szczegblowe badania o charakterze
interdyscyplinarnym (z dziedzin dermatologii, mikrobiologii i chemii), rozpoczynajac od
szczegotowego przegladu literatury dotyczacego metod syntezy NPs i zbadaé wplyw
réznych czynnikéw na dziatanie przeciwgronkowcowe AgNPs.

Kalashnikova 1wsp. utrzymuja, ze istotnym czynnikiem umozliwiajagcym
zastosowanie NPs w praktyce jest stabilno§¢ NPs w rozpuszczalniku!’. Patakfalvi
1 Dékany, udowodnili na podstawie AgNPs oplaszczanych kwasem cytrynowym, ze
uzycie stabilizatora (substancji oplaszczajacej) chroni AgNPs przed agregacja®. Paredes

1 wsp. wskazuja, ze kationowe surfaktanty wykazuja wysoka skuteczno$¢ jako
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stabilizatory roztworéw AgNPs>’. Efekt ten thumacza Labile i Brant i wskazuja, ze
nanoczgstki naturalnie daza do uzyskania stanu o korzystniejszym uktadzie
termodynamicznym 1 ulegaja agregacji. Zwigkszenie rozmiaru materii doprowadza
z kolei do utraty szczegdlnych whasciwoéci, typowych dla struktur ,,nano”!’. W pracach
Liiwsp. przedstawiono wyniki badan nad trwato$cig NPs optaszczanych PVP, Tweenem
(rodzaj polimeru) i kwasem cytrynowym?®”%°. Stwierdzono, ze te NPs sa nietrwale
w warunkach eksperymentu tj. w czasie 960s. Autorzy pracy zwrdcili ponadto uwage, iz
rodzaj zastosowanej substancji stabilizujacej ma wptyw na trwato§¢ AgNPs. Malina
1 wsp. przeprowadzili badania nad wptywem uzycia PVP w réznych stezeniach na
stabilno$¢ AgNPs!. Autorzy utrzymywali, Ze otrzymane przez nich AgNPs wykazuja
stabilno$¢ przez kilka miesigcy, czego nie potwierdzono w badaniach wtasnych
wykonanych na podstawie publikacji autorstwa Malina i wsp. Dokonano syntezy AgNPs
optaszczanych PVP o roznej masie czasteczkowej 1 potwierdzono stabilnos¢ AgNPs
optaszczanych PVP w czasie trwania eksperymnetu tj. 14 dni, oraz utrzymania przez
w.w AgNPs wlasciwosci przeciwgronkowcowych przez mniej niz 4 tyg. od zakonczenia
procesu syntezy. Mozna przypuszczaé na podstawie pordwnania NPs wykorzystanych
w pracy Li i wsp. (stabilnych przez mniej niz 16 min) oraz NPs Maliny i wsp. (stabilnych
przez przyjanjmiej 14 dni), iz nie tylko rodzaj stabilizatora wptywa na trwato§¢ AgNPs,
ale rowniez sposob syntezy, jest to jednak hipoteza wymagajaca dalszych badan.
Natomiast powtarzajagc syntez¢ AgNPs na podstawie pracy Le i wsp. stwierdzono, ze
optaszczone kwasem oleinowym NPs srebra sg stabilne w czasie kilku miesigcy, co
wyrdznia je spoérod innych NPs>!. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze w budowa kwasu
oleinowego jest ztozona, gdyz w jego strukturze wystepuje wigzanie podwodjne. To
sprawia, 1z trudno ustali¢ co ma wptyw na jego wtasciwosci stabilizujagce NPs (dtugos¢
fancucha weglowego, obecnos¢ podwojnego wigzania czy jego lokalizacja w tancuchu
weglowym). Majac na uwadze mnogo$¢ czynnikow mogacych mie¢ wplyw na
zachowanie AgNPs uznano, za zasadne podj¢cie systematycznych badan nad wplywem
dlugosci tancucha weglowego na stabilnos¢ AgNPs, co mogloby przyczyni¢ si¢ do
wyjasnienia w jaki sposob stabilizator wplywa na trwato$¢. Opracowano wigc wihasny
sposob syntezy NPs oplaszczanych prostymi nienasyconymi kwasami karboksylowymi.
W badaniach wtasnych udowodniono, ze wydtuzanie o jeden wegiel wptywa na trwato$¢
AgNPs oraz na stan skupienia otrzymywanego produktu reakcji. Stabilne w czasie
powyzej 14 dni okazaly si¢ by¢ nanoczastki optaszczane kwasami: undekanowym,

dodekanowym, tridekanowym, tetradekanowym, i pentadekanowym. AgNPs
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optaszczane kwasem palmitynowym (C;sH;;COOH) i kwasami o dtuzszymi niz 15 wegli
fancuchu karboksylowym miaty posta¢ zelu, co uniemozliwialo dalsze badania
1 ograniczylo mozliwo$¢ dalszej modyfikacji tancucha. Warto zauwazy¢ rowniez, iz
budowa chemiczna stabilizatora charakteryzujgca si¢ dtugim tancuchem weglowym
stwarza mozliwosci dalszych modyfikacji czasteczki poprzez dotaczanie do niego innych
molekul np. antybiotykow. In dtuzszy jest tancuch tym wieksza tatwo$¢ dotaczenia innej
czasteczki. Stwarza to perspektywy do podjecia dalszych badan nad syntezg wysoce
specyficznie dziatajacych AgNPs. Mozliwosci wynikajace z zastosowania stabilizatorow
zawierajacych dlugie tancuchy weglowe sktonity do podjecia badan nad poszukiwaniem
stabilnych, dlugotancuchowych AgNPs ktore beda w formie ptynnej, a nie zelowej jak
AgNPs optaszczane kwasem palmitynowym. Takim rodzajem stabilizatora okazaty sie
by¢ estry kwasu bursztynowego i alkoholi dlugotancuchowych, ktére wykazywaty
stabilnos¢ kinetyczng (badang spektrofotometrycznie) przez przynajmniej 14 dni.
Podsumowujac, wazne jest spektrofotometryczne sprawdzanie stabilnosci kinetycznej
AgNPs w czasie, nawet jezeli korzysta si¢ z metod wczesniej opisanych przez innych
badaczy. W badaniach wtasnych do testow mikrobiologicznych wyselekcjonowano tylko
te nanoczastki ktorych trwatos¢ wynosita 14 dni.

Kolejnym waznym aspektem koniecznym do spelienia w kontek$cie uzycia
AgNPs jako substancji przeciwdrobnoustrojowej oprocz stabilno$ci w roztworze jest
utrzymywanie wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych w czasie. W literaturze nie
odnaleziono badan na ten temat. Przeprowadzone badania wiasne na ten temat wskazuja,
ze AgNPs optaszczane przez PVP traca dziatanie biologiczne w ciagu 4 tygodni od
zakonczenia procesu syntezy. AgNPs oplaszczane dlugotancuchowymi kwasami
karboksylowymi wykazuja dziatanie przeciwgronkowcowe przez przynajmniej 4 tyg.
Natomiast AgNPs optaszczane estrami kwasu bursztynowego zachowaja swoje dziatanie
przeciwgronkowcowe przez 3 miesigce, AgNPsB16 nawet pot roku. Na podstawie
przeprowadzonych badan udowodniono, iz mozliwe jest uzyskanie takiego rodzaju
AgNPs, ktore beda mogly stuzy¢ do badan biologicznych, gdyz sa stabilne w czasie
potrzebnym do przeprowadzenia testow. Co wigce] utrzymywanie dzialania
przeciwgronkowcowego przez nawet 6 miesigcy jest obiecujaca perspektywa na
wprowadzenie stabilnych AgNPs na rynek medyczny.

Bardzo trudno zweryfikowa¢ czy dzialanie biologiczne stosowanych roztworow
nanoczastek jest spowodowane dzialaniem jonow srebra, srebra koloidalnego czy tez NPs

bedacych produktami reakcji chemicznej syntezy AgNPs'®. Z tego wzgledu konieczne
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wydaje si¢ by¢ oczyszczenie mieszaniny poreakcyjnej, gdyz tylko zastosowanie
oczyszczonych AgNPs pozwala na uzyskanie obiektywnych wynikéw badan
biologicznych. Opisano kilka metod oczyszczania NPs metali. Wirowanie 1 wysalanie
roztworu przy uzyciu chlorku sodu s3 dobrze znanymi metodami oczyszczania®' "%
Esmaeillou 1 wsp. opisuja oczyszczanie za pomoca redyspersji w wodzie destylowanej
oraz nastepczej sonikacji (dyspersja z uzyciem ultradzwickéw) NPs®. Jedng
z najskuteczniejszych metod oczyszczania NPs jest elektroforeza, ktora zapewnia
otrzymanie czystych oraz homogenicznych pod wzgledem rozmiaru i ksztattu NPs. Jest
to jednak metoda skomplikowana, kosztowna i moze by¢ uzyta do matych ilosci
roztworow. Inng metoda ktorg mozna zastosowac jest dializa. Ten sposdb oczyszczania
byt stosowany w badaniach podstawowych, w ktorych badano kinetyke agregacji
AgNPs!”*7 W pojedynczych pracach dotyczacych dziatania przeciwdrobnoustrojowego
uzyto dializy do oczyszczania roztworu NPs®. W przeciwienstwie do elektroforezy jest
to prosty, tani, wydajny i mozliwy do stosowania dla duzych ilosci roztworéw NPs.
W pracy Iwalokuna 1 wsp. dokonano syntezy AgNPs w sposob zblizony
do zaproponowanego w badaniach wlasnych. Za pomoca borowodorku sodu redukowano
AgNOs3, natomiast jako czynnika oplaszczajacego uzyto zelatyng. Autorzy pracy rowniez
zauwazyli, iz obecno$¢ jondw srebra moze wptywaé na wyniki badan i oczyszczali NPs
przy pomocy dializy, a proces syntezy kontrolowano za pomoca spektrofotometru.
Otrzymano NPs wielkosci ok. 5 nm. Niestety nie jest wiadomym jak trwale sa AgNPs
otrzymane przez autoréw pracy?’. Jak wskazuja wyniki badan wiasnych dializa jest
efektywnym sposobem oczyszczania AgNPs, gdyz wykazano istotng statystycznie
roznice w dziataniu przeciwgronkowcowym wobec 9 z 11 réznych rodzajow AgNPs.
Pomimo tego, iz dializa byta stosowana w badaniach nad AgNPs to wyniki poréwnujace
dziatanie = przeciwdrobnoustrojowe  mieszaniny  poreakcyjnej dializowane;j
1 niedializowanej nie byly opublikowane. W badaniach wlasnych najwigksze znaczenie
dializy stwierdzono dla AgNPsPVP, a najmniejsze dla AgNPsC. Ten fakt mozna
wytlumaczy¢ tym, ze AgNPsPVP charakteryzowaly si¢ malg sita dziatania
przeciwbakteryjnego, niewiele wickszg od AgNO3 (wartosci MIC wynosity ok. 512
ppm), natomiast AgNPsC wykazywatly bardzo silne dzialanie przeciwgronkowcowe
(wartosci MIC wynosity ok. 32 ppm), co powoduje, Ze w nieoczyszczanym roztworze
dziatanie AgNPsC dominuje i réznica pomiedzy dwoma roztworami jest mata. Cennym
dowodem bytoby wykazanie dziatania przeciwbakteryjnego ptynu dializacyjnego, ktory

zawiera tylko zanieczyszczenia. Ograniczeniem dla tego typu badan byto duze
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rozcienczenie ptynu dializacyjnego wynikajace z zastosowanej metody, tj. oczyszczany
roztwor AgNPs umieszczony byt w worku z blony polprzepuszczalnej zanurzonym
w wodzie destylowanej, ktora byta wymieniana. Zanieczyszczenia przenikaty do wody,
a zatgzanie plynu dializacyjnego do stezenia wyjsciowego byto prawie niemozliwe.

Z przeprowadzonych badan wlasnych wynika, iz zanim proby badania wtasciwosci
biologicznych AgNPs zostang podj¢te, nalezy sprawdzi¢ trwato$¢ uzyskanych produktow
oraz oczysci¢ mieszaning poreakcyjng z molekut mogacych zaktoci¢ wyniki
prowadzonych testow.

Powszechnie twierdzi si¢, ze AgNPs wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne,
niszczg biofilm, dziataja przeciwpierwotniakowo 1 przeciwgrzybiczo, a takze
przeciwnowotworowo. Nie oznacza to jednak, ze kazdy rodzaj AgNPs wykazuje
te wszystkie cechy, co obrazuje przyklad z badan wilasnych: AgNPsPVP, ktore
charakteryzowaly wartosci MIC powyzej 512ppm, oznaczajace w praktyce brak dziatania
przeciwgronkowcowego. Dzialanie AgNPs uzaleznione jest od wielu czynnikow takich
jak: ksztatt, wielkos$¢, oraz rodzaj stabilizatora. O ile dosy¢ dobrze udokumentowany jest
wplyw dwoch pierwszych cech, o tyle wptyw optaszczenia wymaga szczegdtowych
badan. Mozna odnalez¢ prace w ktorych autorzy wskazuja jako czynnik wptywajacy na
dziatanie przeciwbakteryjne AgNPs metode syntezy, nie uwzgledniajac ze uzyli
nanoczastek optaszczanych trzema réznymi stabilizatorami. W pracy Kumar i wsp.
przeprowadzono badania w ktorych poréwnywano AgNPs otrzymywane trzema ro6znymi
metodami: redukcja AgNO3 za pomocg ekstraktu z zielonej herbaty (metoda
biologiczna), redukcja AgNo3 za pomoca glukozy (synteza organiczna) oraz redukcja
AgNO3 przy uzyciu borowodorku sodu. Warto zwroci¢ uwage, iz zarbwno substancje
zawarte w ekstrakcie z zielonej herbaty jak i glukoza stanowig potencjalne czynniki
optaszczajace 1 chronigce przed agregacjg, natomiast w trzecim przypadku borowodorek
nie jest substancja oplaszczajaca tylko czynnikiem redukujacym, co doprowadzi do
szybkiej agregacji otrzymanych AgNPs oraz znacznie zmniejszy ich sit¢ dziatania
przeciwbakteryjnego. Wyniki przedstawione przez Kumara i wsp. wskazuja, iz chociaz
nanoczgstki otrzymane przy uzyciu borowodorku sodu wykazywany najmniejsza
polidyspersyjnos¢, to brak substancji optaszczajacej spowodowal, ze strefa zahamowania
wzrostu S.aureus byla najmilejsza w porownaniu z dwiema pozostatymi substancjami.
Poza tym otrzymane AgNPs roznity si¢ rozmiarem: AgNPs redukowane zielong herbata
mialy wielkoéé 30-40nm, glukozg 90-120nm, a NaBH4 90-100nm*?. Niekt6rzy badacze

udowodnili, ze czynnik optaszczajacy wplywa na site dziatania przeciwgronkowcowego,
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ale nie zaakcentowali tego faktu w pracy. Na przyktad Hyoyeong i wsp. , ktdrzy na 19
szczepach MRSA, wskazuja, iz nanoczastki srebra stabilizowane przez surfaktant CTAB
o wielkosci ok. 15nm cechujg wartosci MIC od 15.6 do 62.5ppm, natomiast AgNPs
stabilizowane SDS charakteryzowaty wartosci MIC >125ppm, co uznano za brak
aktywnosci przeciwbakteryjnej®®. Pojedyncze doniesienia wskazuja na role czynnika
optaszczajacego, jako czynnika dzigki ktéremu mozliwa jest modyfikacja dziatania
AgNPs. AbuDalo i wsp udowodnili ze w zaleznosci od uzytego stabilizatora zmienia si¢
sita dzialania przeciwgronkowcowego Nps. Chociaz badanie wykonano tylko dla dwoch
roznych czynnikow optaszczjacych to jego wyniki tego badania potwierdzajg hipoteze
stawiang w badaniach wtasnych, ze czynnik oplaszczajacy ma wptyw na wiasciwosci
przeciwbakteryjne AgNPs. W pracy AbuDalo i wsp. do produkcji AgNPs wykorzystano
zmodyfikowang reakcje  Tollensa. NPs syntezowano metoda chemiczng
z wykorzystaniem jonow [Ag(NH3)2]+ oraz ekstraktow z lisci rozmarynu oraz oliwki
jako czynnika redukujacego 1 substancji optaszczajacej. NPs oczyszczano za pomoca
ultrafiltracji w celu pozbycia si¢ Ag+ 1 PVP oraz NaOH uzytych w procesie syntezy.
Otrzymano AgNPs podobnej wielko$ci jak w badaniach wtasnych tj. 70nm 1 64nm, co
potwierdzono réwniez przy uzyciu metody DLS. Sprawdzano, czy czynniki
optaszczajace ulegly modyfikacjom podczas procesu syntezy AgNPs. Wiasciwosci
przeciwbakteryjne sprawdzono dla jednego szczepu S.aureus ATCC 25923, dla AgNPs
optaszczanych substancjami zawartymi w ekstrakcie z lisci rozmarynu MIC wyniost 4,69
ppm, natomiast z lisci oliwki 9.38'°. Co wiecej, Kalashnikova i wsp. w swojej pracy na
temat uzycia nanomaterialdow w leczeniu ran przewlektych wskazuja, ze optaszczenie
AgNPs za pomoca glikozaminoglikanow: siarczanu chondroityny oraz siarczany
acharanu nie tylko chroni przed agregacja, ale rowniez stymuluje proces gojenia ran.
Niektorzy badacze zastosowali czynniki optaszczajace jako molekuly mogace zwigkszy¢
specyficzno$¢ dzialania AgNPs w stosunku do okreslonych szczepoéw bakterii. Kuo
1wsp. zaprojektowali nanoczastki zlota oplaszczne pentapeptydem DVFLG
zawierajacym tryptofan i argining i wykazujacym powinowadztwo do MRSA oraz nie
wykazywac cytotoksycznego efektu wobec komorek eukariotycznych. Badacze swoja
teori¢ oparli na poréwnaniu budowy peptydow przeciwdrobnoustrojowych, ktore
zawierajg zawierajg indolicydyn¢ i tritrpticing. Te dwa peptydy zawieraja arginine
1 tryptofan, ktore hamujg wzrost bakterii. Tryptofan interkaluje z dwuwarstwa lipidowa
bakterii, prowadzac do jej destrukcji, arginina jest dodatnio natadowana, wiec wchodzi

w interakcje z ujemnie naladowang $ciang komorki bakteryjnej*S. Powyzsze przyktady
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wskazuja, ze modyfikacja powierzchni NPs za pomoca stabilizatora stwarza wiele
mozliwos$ci na kreowanie wysoce specyficznie dziatajacych molekut. Pogtebienie wiedzy
w tym zakresie pozwoli na lepsze zrozumienie czynnikow wplywajacych na dziatanie
AgNPs 1 by¢ moze pozwoli na odkrycie nowych zastosowan dla NPs. Dlatego tez,
postanowiono wykona¢ pionierskie badania na 15 rdéznych rodzajach AgNPs
podzielonych na trzy grupy gtoéwne i sprobowaé wyjasni¢ w jaki sposob rodzaj
stabilizatora wptywa na site dziatania przeciwbakteryjnego AgNPs. Jako, ze w badaniach
podstawowych udowodniono wysoka trwato§¢ AgNPs optaszczanych PVP, kwasami
karboksylowymi oraz estrami kwasu bursztynowego i alkoholi dtugowgglowch, a dwa
ostatnie czynniki dajg mozliwosci dalszej modyfikacji czastek, uzyto wiec tych trzech
grup substancji. W kazdej grupie znajdowato si¢ od 4 do 6 réznych rodzajow AgNPs,
ktére charakteryzowaly sie niewielkimi r6znicami w budowie stabilizatora np. ilos¢ wegli
w tancuchu. Umozliwilo to prowadzenie systematycznych badan 1 wyciagnigcie
precyzyjnych wnioskow. Rzetelne porownanie dwodch substancji jest mozliwe wtedy,
kiedy badane obiekty rézni tylko jeden czynnik, ktory jest aktualnie badany. Dlatego tez
wazne bylo stworzenie AgNPs otym samym ksztalcie, zbliZzonym rozmiarze oraz
syntezowanych w ten sam sposob, w przypadku badan wlasnych metoda chemiczna
polegajaca na redukcji jonéw srebra za pomocg borowodorku sodu. Przeprowadzone
badania fizykochemiczne potwierdzity ze otrzymane AgNPs charakteryzowaty si¢
zblizonym rozmiarem, a czynnik optaszczajacy nie ulegal znaczagcym modyfikacjom
w trakcie  syntezy. Testy mikrobiologiczne wykazaty, ze sita dziatania
przeciwgronkowcowego zmienia si¢ w zaleznos$ci od czynnika optaszczajacego. AgNPs
wykazaty si¢ najstabszym dzialaniem przeciwgronkowcowym, podczas gdy AgNPsC
1 AgNPsB najsilniejszym. Co wiecej analizujac poszczegdlne wyniki MIC w grupie
AgNPsC okazalo sie, ze im wigksza ilo§¢ wegli w tancuchu karboksylowym tym
silniejsze dziatanie danej substancji (C11<C12<C13<C14), ale (C14>C15). W grupie
AgNPsB wykazano podobng zaleznos¢ (B10>B12>B14>B16), przy czym nie
zaobserwowano spadku aktywnos$ci pomigdzy B14, a B16. Ponadto sita dziatania C14
1 grupy AgNPsB byty zblizone. Wykonane analizy fizykochemiczne pozwolily na
stworzenie modeli AgNPs oraz pokazaty w jaki sposob stopien optaszczenia wptywa na
budoweg AgNPs. Okazato si¢, ze zwigkszenie dlugosci tancucha karboksylowego o jeden
wegiel znaczaco zmienia stopien optaszczenia AgNPsC przez stabilizator. Na podstawie
otrzymanych wynikéw fizykochemicznych i1 badan mikrobiologicznych mozna postawic¢

hipoteze, ze im wigkszy stopien oplaszczenia AgNPs przez stabilizator tym sita dziatania
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przeciwgronkowcowego jest wigksza, gdyz C14, B10, B12, B14 1 B16 charakteryzuje
zarowno podobna morfologia jak i niskie wartosci MIC. W badaniach wtasnych jako
stabilizator uzyte zostatly lipofilne zwigzki organiczne takie jak dlugotancuchowe kwasy
karboksylowe 1 estry alkoholi dlugotancuchowych i kwasu bursztynowego. He 1 wsp.
opublikowali prace pogladowa dotyczaca interakcji NPs z btonami biologicznymi, gdzie
jednym z opisanych sposobow wnikania NPs do wnetrza komorki byta adsorbcja.
Autorzy wskazuja, ze w procesie adsorbcji kluczowa role odgrywa rozpuszczalnosé
substancji w tlhuszczach. Im powierzchnia NPs jest bardziej lipofilna, tym skuteczniej
penetruje przez dwuwarstwe lipidowa®’. Mozna przypuszcza¢, ze im stopien oplaszczenia
NPs przez lipofilng substancje jest wigkszy tym penetracja do wnetrza komorki
bakteryjnej wigksza. Udowodnienie tej hipotezy wymaga jednak przeprowadzenia
szczegdtowych badan. Wyjasnienia wymaga rowniez fakt jaki czynnik dodatkowy
wptynal na roznice w sile dziatania przeciwdrobnoustrojowego w grupie AgNPsB
Wykazano roznice w wartosciach MIC pomiedzy B10, a B16 wynoszaca 26 ppm, a wigc
niewielka, przy czym poszczegolne réznice byly istotnie statystycznie rozne).
Mechanizm dziatania AgNPs wskazuje, iz dziatanie przeciwbakteryjne
nanomolekot jest silniejsze wobec bakterii gram ujemnych z uwagi na ciensza §ciang
komoérkowsa. Przypuszcza si¢, ze jest to powdd ograniczenia ilo$ci badan na gram
dodatnich gronkowcach ztocistych. Nadrzednym celem prowadzonych badan wtasnych
bylo wyselekcjonowanie takiego rodzaju AgNPs ktory moglby mie¢ zastosowanie
w leczeniu ran przewlektych, a jedng z najczgsciej izolowanych bakterii z owrzodzen jest
gronkowiec ztocisty. Dlatego zdecydowano si¢ na badanie bakterii gram dodatnich
wobec ktorych udowodniono mniejsza skuteczno$¢ AgNPs. S. aureus jest to roéwniez
gatunek bakterii wywolujacy infekcje w ranie. S. aureus charakteryzuje si¢ zdolno$cig
do wytwarzania czynnikOw opornosci, a pierwszy szczep metycylinoporny wyizolowany
zostal od pacjenta z owrzodzeniem. Ponadto z uwagi na fakt, ze duzo cenniejsze sg testy
wykonywane na dzikich szczepach bakteryjnych badania wlasne postanowiono
przeprowadzi¢ na szczepach S. aureus izolowanych od pacjentdw z owrzodzeniami
zylnymi. Z kolei ze wzgledu na potrzeb¢ poréwnania wynikdw wlasnych
z opublikowanymi wykorzystano trzy szczepy referencyjne. Niestety w kontekscie
AgNPs prawie niemozliwe jest poréwnywanie wykonanych wynikéw z opublikowanymi,
gdyz niewielkie modyfikacje procesu syntezy moga wplynaé na dziatanie AgNPs. Poza
tym bardzo czesto dzialanie przeciwdrobnoustrojowe jednego rodzaju AgNPs

udowadniane jest na pojedynczych szczepach roznych bakterii. Dla przyktadu w pracy
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Nanda i wsp. metodg biologiczng z wykorzystaniem szczepu gronkowca zlocistego
dokonano syntezy AgNPs, i przy pomocy metody krazkowo dyfuzyjnej sprawdzono
dzialanie NPs na szesciu szczepach réznych gatunkow bakterii (w tym na jednym
szczepie MRSA)®. Polskie badanie autorstwa Krychowiak i wsp. dotyczylo uzycia
AgNpS w potaczeniu z wyciagiem z rosiczki dwudzielnej jako produktu do leczenia ran.
Badano komercyjne AgNPs, ktorych nie scharakteryzowano przed uzyciem, sprawdzano
dzialanie AgNPs wobec trzech szczepdéw referencyjnych S.aureus. Wartosci MBC dla
badanych zwigzkow oscylowaly w granicach 6.15ppm dla AgNPs oraz dla wyciagu
z rosiczki 16ppm. Ukazaty si¢ jednak prace w ktérych do badan uzyto kilkudziesieciu
roznych szczepdw S. aureus. Badanie autorstwa Ansari 1 wsp obejmowato 62 szczepy
S. aureus. Autorzy sprawdzali wlasciwos$ci przeciwbiofilmowe jednego rodzaju AgNPs,
komercyjnie dostepnego. Nie wykonano jednak, ani oczyszczenia roztworu, ani nie
weryfikowano trwatos$ci roztworu przed uzyciem, co znaczgco obniza wiarygodnosc
uzyskanych wynikéw. Badaniem o wysokiej warto$ci wartym przytoczenia praca
Iwalokuna i wsp. z 2019r., w ktérym na 119 szczepach S.aureus (w tym 52 MRSA,
potwierdzonych metodami  genetycznymi) scharakteryzowanych pod katem
antybiotykowrazliwosci, przebadano jeden rodzaj AgNPs?’. Jak juz wspominano wyzej
omawiajgc proces oczyszczania AgNPs, autorzy badania przed uzyciem AgNPs
sprowadzali trwato$¢ roztwory przy pomocy spektrofotometru, oraz oczyscili je przy
pomocy dializy.

Przeprowadzone badania wlasne pokazaty, ze pomimo swej rosnacej popularnosci
AgNPs nadal pozostaja w duzej mierze niepoznane. Wyniki badan wykazaty ogromnag
rol¢ czynnika optaszczajgcego w utrzymywaniu stabilno$ci i wptywajacego na dziatanie
przeciwgronkowcowe AgNPs. Pomimo przebadania trzech r6znych grup AgNPs kryteria
stawiane substancji o potencjale do wprowadzenia na rynek spehnity tylko dwa rodzaje
AgNPs: B12 1 B14. Tylko one charakteryzowaly si¢ bardzo duza sita dziatania
przeciwgronkowcowego, ktora w sposob statystycznie istotny utrzymywala si¢ przez
3 miesigce. Co wigcej tylko wobec tych dwodch rodzajow nanoczastek wykazano
cytotoksycznos¢ dla komorek naskorka w duzo wigkszym stezeniu niz stezenia
bakteriostatyczne. Majac na uwadze otrzymane wyniki badan nalezy z wielka
ostrozno$cig podchodzi¢ do wprowadzanych produktow zawierajacych nanoczastki
metali 1 zagda¢ od producentow rzetelnych wynikow badan na temat produktu. Ponadto
nalezy mie¢ na uwadze fakt, iz pomimo rosnacej popularnosci AgNPs wiele istotnych

kwestii nie zostalo jeszcze zbadanych, aobecny stan wiedzy nie pozwala
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na jednoznaczne uznanie AgNPs jako substancji o dobrze znanym mechanizmie
dziatania, w pelni bezpiecznych dla cztowieka i1 srodowiska. Nie do kofica poznane sa
rowniez czynniki wplywajace m in. na: stabilno$¢, dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

oraz cytotoksycznos¢ 1 zachowanie AgNPs w ustroju.

PODSUMOWANIE

Jest to pierwsza praca w ktorej przeprowadzono systematyczne badania nad
wiasciwosciami AgNPs dla tak duzej liczby réznych rodzajow AgNPs (15 substancji).

Trwato$¢ roztwordw nanoczastek weryfikowano nie tylko szeroko stosowanymi
metodami spektrofotometrycznymi, ale podjeto pionierskie badania sprawdzajace
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w czasie. Potwierdzono wpltyw czynnika
optaszczajacego na trwato$¢ kinetyczng oraz mikrobiologiczng AgNPs. Ponadto po raz
pierwszy udowodniono, ze nie tylko ksztatt 1 rozmiar AgNPs wptywa na sil¢ dziatania
przeciwdrobnoustrojowego, ale istotny wplyw ma rowniez rodzaj substancji
optaszczajacej. Ponadto postarano si¢ wyjasni¢ na podstawie badan fizykochemicznych
1 mikrobiologicznych w jaki sposob czynnik optaszczajacy wplywa na site dziatania
przeciwgronkowcowego AgNPs.

Na podstawie wynikow analiz mikrobiologicznych i badaniach cytotoksycznos$ci
wytypowano zwigzek, ktory moglby stanowi¢ potencjalnie preparat miejscowy
o dzialaniu przeciwgronkowcowym.

Poza tym po raz pierwszy wykazano, iz roztwory AgNPs przed uzyciem nalezy
oczyszczaé z pozostalych po syntezie produktow reakcji, gdyz zaktocaja one wyniki

badan biologicznych, a dializa jest efektywng i1 tanig metoda oczyszczania AgNPs.
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6. Wnioski

Opracowano metode syntezy AgNPs optaszczanych kwasami karboksylowymi

oraz estrami kwasu bursztynowego i alkoholi dtugotancuchowych.

Wykazano, ze uzyte do badan AgNPs wykazywaly stabilno$¢ kinetyczng
pozwalajaca na prowadzenie badan biologicznych. Po raz pierwszy wykazano, ze rodzaj
substancji optaszczjacej wptywa na utrzymywanie sity dziatania przeciwgronkowcowego
AgNPs w czasie. AgNPs oplaszczane estrami kwasu bursztynowego wykazywaly
najsilniejsze  dzialanie przeciwgronkowcowe iutrzymywaly stale dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe przez trzy miesigce. AgNPs optaszczane PVP i kwasami

karboksylowymi stopniowo tracity swoje wtasciwosci w ciggu 4 tygodni.

Udowodniono, Ze oczyszczanie za pomoca dializy pozwala na usunigcie z roztworu
AgNPs sktadnikow wykazujacych dziatanie biologiczne. Ponadto przeprowadzenie
procesu oczyszczania wydaje si¢ by¢ konieczne przed przystgpieniem do badan nad

dziataniem biologicznym AgNPs, w celu otrzymania wiarygodnych wynikow.

Przeprowadzone po raz pierwszy systematyczne badanie oceniajace wptyw
substancji optaszczajacej na dziatanie biologiczne AgNPs potwierdzito, ze rodzaj
stabilizatora wptywa na sit¢ dzialania przeciwgronkowcowego AgNPs. Nieznaczne
modyfikacje budowy chemiczne;j stabilizatora pozwalaja na modulacj¢ zaro6wno sity
dzialania przeciwdrobnoustrojowego jak i cytotoksycznosci.

5. Ustalenie struktury badanych AgNPs przy pomocy metod fizykochemicznych
NPs optaszczane kwasami karboksylowymi i estrami kwasu bursztynowego
oréznej dlugosci tancucha weglowego w czasteczce charakteryzuja si¢ podobnym
rozmiarem, natomiast rdznig si¢ stopniem oplaszczenia przez zastosowany czynnik
optaszczajacy, ktory nie bierze udzialu w procesie powstawania AgNPs i nie ulega

modyfikacji podczas tego procesu, natomiast wpltywa na dziatanie biologiczne AgNPs.

79



6. Wyselekcjonowanie AgNPs o silnym dzialaniu przeciw gronkowcowym i niskiej
cytotoksycznosci wobec komorek skory, ktore potencjalnie moglyby by¢ wykorzystane
do badan naukowych 1 zastosowan medycznych

Podsumowujac, celem nadrzegdnym powyzszych badan byto wyselekcjonowanie
takiego rodzaju AgNPs, ktorego trwato$¢ 1 aktywno$¢ biologiczna pozwola na
prowadzenie szczegdélowych badan prowadzacych do wprowadzenia AgNPs na rynek
jako potencjalnej alternatywy dla obecnie stosowanych substancji do leczenia owrzodzen.
Z 16 rodzajow przebadanych AgNPs tylko dwa rodzaje substancji spetniaja kryteria. Sg
to AgNPs B12 i B14.
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10. Streszczenie

Nanoczastki srebra (AgNPs) sg przedmiotem badan naukowcow z wielu dziedzin
dzigki swoim szczegdlnym wlasciwosciom. Interdyscyplinarne badania z dziedziny
dermatologii, mikrobiologii i chemii poczynione nad nanoczastkami srebra pozwolily na
wyjasnienie wielu zagadnien dotychczas pomijanych lub analizowanych tylko pobieznie.

Jednym z takich tematow jest trwato$¢ nanoczastek. Wigkszo$¢ nanoczastek srebra
syntezowana na podstawie danych literaturowych okazywata si¢ by¢ trwata w czasie
kilku godzin. Opracowano metod¢ syntezy nanoczastek srebra, ktorych stabilno$é
w roztworze pozwala na wykonanie dalszych badan mikrobiologicznych. Stabilno$¢
kinetyczng badano w czasie 14 dni. Co wigcej po raz pierwszy wykonano testy oceniajgce
utrzymywanie przez AgNPs dzialania przeciwgronkowcowego w czasie. Udowodniono,
ze w zalezno$ci od uzytego stabilizatora (substancji oplaszczajacej nanoczastke) trwatosé
AgNPs wynosi od 4 tyg. do nawet 12 miesiecy.

Zagadnienie poruszane w literaturze chemicznej, a pomijane w prasie o tematyce
medycznej to konieczno$¢ oczyszczania roztworu nanoczastek z zanieczyszczen
powstatych w procesie syntezy. Udowodniono, ze dializa jest tania, prosta i tatwa do
zastosowania na roztworach o duzych objetosciach metoda oczyszczania substancji. Co
wiecej wykazano, ze nanoczastki niepoddawane procesowi oczyszczania za pomoca
dializy dziataja silniej wobec szczepoéw gronkowca zlocistego, a co za tym idzie wyniki
testow mikrobiologicznych ulegajg zafalszowaniu poprzez stosowanie roztworow
zanieczyszczonych, jak to ma miejsce w niektérych opublikowanych juz wynikach
badan.

Dobrze udowodniony jest wplyw ksztalttu 1 rozmiaru na dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe nanoczgstek srebra. Zastosowanie substancji optaszczajacej
w danych literaturowych ogranicza si¢ do funkcji chronigcej AgNPs przed agregacja.
W badaniach wtasnych udowodniono, ze rodzaj substancji oplaszczajacej ma istotny
wplyw na wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe AgNPs. Dzigki zastosowaniu
odpowiedniego stabilizatora mozliwe jest zwigkszenie o kilkadziesiat razy sity dziatania
przeciwbakteryjnego. Niestety rodzaj stosowanego stabilizatora wplywa réwniez na

cytotoksycznos¢ AgNPs.

Chociaz AgNPs sg doskonatg alternatywa dla stosowanych antybiotykow

1 substancji odkazajacych, to wprowadzenie tych substancji do lecznictwa wymaga
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przeprowadzenia szczegdtowych badan dtugoterminowych w zakresie bezpieczenstwa

stosowania, ale tez trwato$ci 1 czystosci stosowanych roztworow AgNPs.
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11. Summary

Silver nanoparticles (AgNPs) are a subject of research by many scientists from
different fields thanks to its special properties. Our own interdisciplinary research in the
field of dermatology, microbiology and chemistry made over silver nanoparticles allowed
to explain many issues that have been skipped or analysed so far scarcely.

The stability of nanoparticles is one of those topics. Most of the silver nanoparticles,
synthesized based on literature data, turned out to be durable during a few hours.
A method for the synthesis of more stable silver nanoparticles, than can survive further
microbiological tests, has been developed. Kinetic stability was tested over 14 days.
Moreover, tests assessing AgNPs maintenance of antimicrobial activity in time, were
performed for the very first time. It has been proven that depending on the coating factor
used (substance covering the nanoparticle) AgNPs stability ranges from 4 weeks to even
12 months.

The issue of purification the solution of nanoparticles from impurities formed in the
synthesis process, has been discussed in the chemical literature, yet rarely in the medical.
It has been proven that dialysis is a substance purification method that is cheap, simple
and easy to apply when dealing with high volume solutions. Furthermore, it has been
shown that nanoparticles that are not subjected to purification using dialysis have
a stronger effect on Staphylococcus aureus strains, Therefore the results of
microbiological tests can be falsified by the use of solutions that are polluted, as it has
been already published in some already published research.

The influence of shape and size on antimicrobial properties silver nanoparticles is
well-proven. The coating factor has an immense impact on the AgNPs protection function
against aggregation. In our own research it has been proven that the type of coating
substance has a significant effect on AgNPs antimicrobial properties too. Thanks to the
application of a suitable stabilizer it is possible to increase the antibacterial potency by
several dozen times. Unfortunately, the type of stabilizer used also affects the cytotoxicity
of AgNPs.

AgNPs could be an alternative to widely used antibiotics and disinfectants.
Nevertheless, the introduction of those substances to health care requires a detailed long-
term research not only in the field of safety use, yet also durability and purity of AgNPs

solutions used.
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